PCX 




WELTORGANISATIOV FCR GEISTIGES EIGENTL'M 
In'jfmauonales Buro 

INTERNATIONALE .ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG t^ER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT ALT DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Patentklassifikation ^ : 

A61K 35/14, C12Q 1/68, U70, GOIN 
33/96, A61L 2/00 // COIN 33/569, 33/576 



Al 



(11) Internationale Veroffentlichimgsnummer: WO 96/35437 



(43) Internationales 

Veroffentlichungsdatum: 



14. November 1996 (14.1L96) 



(21) Internationales Aktenzeichen: 

(22) Internationales Anmeldedatum: 



P(rT AT96 00089 



6. Mai 1996 (06.05.96) 



(30) Prioritatsdaten: 

A 778 95 



8. Mai 1995 (08.05.95) 



AT 



(71) Anmelder (JUr alle Bestimmungssiaaten ausser US): IMMLNO 

AKTIENGESELLSCHAFT [AT AT]; Industrie stnisse 67, 
A- 1221 Wien (AT). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): EIBL, Johann [AT/ AT]; 
Gustav-Tschermakgasse 2, A-1 180 Wien (AT). SCHWARZ. 
Otto [AT/ AT]; Celtesgasse 5. A-1 190 Wien (AT). 
DORNER. Friedrich [AT/ AT]; Peterlinigasse 17. A- 1230 
Wien (AT). IGEL, Herwig [AT/AT]; Hardtgasse 33, 
A- 1 190 Wien (AT). 

(74) Anwalte: SONN, Helmut usw,; Riemergasse 14, A-lOlO Wien 
(AT). 



(81) Bestimmungsstaaten: CA, JP. NO, US. europaisches Patent 
(AT. BE. CH, DE. DK. ES, FI, FR, GB. GR, IE, IT. LU. 
MC. NX. PT. SE). 



Veroffentlicht 

Mil internal lonalem Recherchenherichi. 



(54) Title: MEDICAMENT OF ASSLT^ED QUALITY, CONTAINING ONE OR MORE PLASMA DERIVATIVES 

(54) Bezeichnung: QUALITATSGESICHERTES ARZNEIMITTEL, ENTHALTEND EIN ODER MEHRERE PLASMADERIVATE 

(57) Abstract 

The invention relates to a medicament containing one or more plasma derivatives as the active or auxiliary agent, in which the basic 
material or the intermediate products arising during the production of the plasma derivatives exert no viral stress on one or more differently 
proltferable haematogenic viruses or such an effect not exceeding a defined limit. The basic material or intermediate product for producing 
the final plasma derivative of which the quality is thus assured is subsequently subjected to at least one essential viral enrichment or 
inactivation step. The invention also describes a process for producing the medicament and the production of assured-quality basic materials 
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(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung beschrcibt ein Arzneimittel enthaltend ein odcr mehrere Plasmaderivate als Wirksubstanz oder Hilfsstoff, wobei 
das Ausgangsmaterial oder die be! der Herstellung der Plasmaderivate anfallenden Zwischenprodukte keine oder eine einen definierten 
Grenzwert nicht Uberschrcitcndc Virus be lastung an einem oder mehreren verschiedenen vermehrungsf^igen haematogenen Viren 
aufweist. Das solcherart qualit^tsgesicherte Ausgangsmaterial bzw, Zwischenprodukt zur Herstellung des fertigen Plasmaderivats wird 
anschlieSend mindestens noch einem wesentlichen Virusabrcicherungs- bzw. Virusinaktivierungsschritt unterzogen, Weiters beschreibt 
die Erfindung Verfahren zur Herstellung dieses Arzneimittels sowie zur Herstellung von qualitatsgesicherten Ausgangsmaterialien bzw. 
Zwischenprodukten, 



LEDIGLICH ZUR INFORMATION 

Codes zur Identifizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbdgen der Schriften, die intemationale 
Anmeldungen gemass dem PCT verbffentiichen. 



AM 


Armenien 


GB 


Vereinigtes KOnigreich 


MX 


Mexiko 


AT 


Osterreich 


GE 


Georgicn 


NE 


Niger 


AU 


Australien 


GN 


Guinea 


NL 


Niederlande 


BB 


Barbados 


GR 


Griec hen land 


NO 


Norwegen 


BE 


Belgien 


HU 


Ungam 


NZ 


Neusecland 


BF 


Burkina Faso 


IE 


Irland 


PL 


Polen 


BG 


Bulgarien 


IT 


Italien 


PT 


Portugal 


BJ 


Benin 


JP 


Japan 


RO 


Rumanicn 


BR 


Brasilien 


KE 


Kenya 


RU 


Russische FOderaiion 


BY 


Belarus 


KG 


Kirgisistan 


SD 


Sudan 


CA 


Kanada 


KP 


Dcmokratische Volksrepublik Korea 


SE 


Schwcden 


CF 


Zentrale Aftikanische Republik 


KR 


Republik Korea 


SG 


Singapur 


CG 


Kongo 


KZ 


Kasachstan 


SI 


Slowenien 


CH 


Schwciz 


LI 


Liechtenstein 


SK 


Slowakei 


CI 


C6ce d'lvoire 


LK 


Sri Lanka 


SN 


Senegal 


CM 


Kamerun 


LR 


Liberia 


SZ 


Swasilard 


CN 


China 


LK 


Litaucn 


TD 


Tschad 


CS 


Tschechoslowakei 


LU 


Luxemburg 


TG 


Togo 


CZ 


Tschcchischc Republik 


LV 


Leu land 


TJ 


Tadschikistan 


DE 


Dcutschland 


MC 


Monaco 


TT 


Trinidad und Tobago 


DK 


D&nemaik 


MD 


Republik Moldau 


UA 


Ukraine 


EE 


Estland 


MG 


Madagaskar 


UG 


Uganda 


ES 


Spanien 


ML 


Mali 


US 


Vereinigte Staaten von Amcrika 


FI 


Finnland 


MN 


Mongotei 


uz 


Usbekistan 


FR 


Franfcreich 


MR 


Mauretanien 


VN 


Vietnam 


GA 


Gabon 


MW 


Malawi 







BNSDOCID <WO 96354.'37A1^ 



wo 96/35437 

Qualitatsqesicherties 



Arzneimittel , 



- 1 - 
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mehrere Plasmaderivate 



Die Erfindung betrifft ein Arzneimittel, enthaltend ein oder 
mehrere Plasmader ivate als VJirksubstanz oder Hilfsstoff, quali- 
tatsgesichertes Ausgangsmarerial zur Herstellung solcher Arznei- 
mittel, sowie Verfahren zur Herstellung dieser Arzneimittel. Die 
Erfindung betrifft ebenso ein Verfahren zur Herstellung von 
qualitatsgesicherten Ausgangsmateri alien, insbesondere quali- 
tatsgesicherten Plasmapools . 

Menschliches Plasma ist als pharmazeutisches Praparat bzw. als 
Ausgangsmaterial zur Herstellung von Plasmader ivaten von auBer- 
ordentlicher klinischer Bedeutung, insbesondere zur Substituti- 
onstherapie bei angeborenem oder erworbenen Mangel an Plasmakom- 
ponenten. Bei der Verwendung von menschlichen Plasma ist aber 
darauf zu achten, da6 keine infektiosen Agentien enthalten sind, 
die mit dem pharmazeutischen Praparat bzw. mit den Plasmaderiva- 
ten ubertragen werden kbnnen. Zu den moglicherweise im Blut vor- 
kommenden infektiosen Agentien zahlen vor allem Viren, die durch 
Blut ubertragbar sind ( haematogene Viren), z.B. Hl-Viren oder 
Hepatitisviren (Hepatitis A, B, C oder non-A-non-B ) , aber auch 
Parvovirus . 

Aufgrund des groBen Bedarfs an Arzneimitteln enthaltend Plas- 
maderivate ist die okonomische Herstellung dieser Arzneimittel 
nur im industr iellen MaBstab moglich. 

Plasma wird von Spendern erhalten und zur Herstellung von phar- 
mazeutischen Praparaten gepoolt. Die GroBe eines ublichen Pools 
betragt etwa 2000-6000 Einzelplasmaspenden . Dabei besteht das 
Risiko, daB durch eine einzelne Virus-kontaminierte Plasmaspende 
der gesamte Plasmapool kontaminiert wird, 

Obwohl es bereits gegen Ende der ersten Halfte des 20. Jahrhun- 
derts gelungen war, menschliches Albumin durch Erhitzen zu einem 
virussicheren Praparat zu machen, war dies bei alien anderen aus 
Plasma gewinnbaren Arzneimitteln wegen ihrer Empf indlichkeit ge- 
genuber Hitze zunachst nicht moglich. Bis heute sind bei millio- 
nenfacher Anwendung von adaquat hergestelltem Albumin nie Infek- 
tionen mit beim Menschen im Blur auftretenden Viren vorgekommen. 
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Im Gegensatz hierzu wurde bei vielen anderen aus Plasma herge- 
stellten Arzneimxtzteln inuner wieder uber Virusinf ektlonen, insbe- 
sondere mit Hepatltisviren, berlchtiet: und seit den 80-iger Jahren 
im groBen Umfang auch liber Infektionen mit Aids-Virus. 

Urn 1980 wurden erstmals bei entsprechend stabilisierten Faktor 
VIII-Konzentraten Hitzebehandlungen durchgef uhrt , mit der Absicht, 
hierdurch Inaktivierungen von Viruskontaminanten zu erreichen. 
ZunSLchst: muBte aber ein groBer Verlust an Faktor VIII-Aktivitat in 
Kauf genommen werden bzw. blieb das tatsachliche Inaktivierungspo- 
•bential zunachst unbekannt . 

Durch Verbesserung der Hitzeinaktivierungsverf ahren und anderen 
neuen Inaktivierungsverf ahren konnten schlieBlich Arzneimi-ttel aus 
Plasma hergestellt werden, die in den meisten Fallen zu keinen 
Virusinfektionen beim Empf anger fuhrten. Hand in Hand mit dieser 
Entwicklung ging auch die Verbesserung der Spender- und Spenden- 
auswahl mil: der Zielrichtung, Jene Spender und Spenden auszu- 
schlieBen, bei denen der Verdacht einer Viramie und damit: eines 
virushaltigen Plasmas bes1:and. 

Seit langerer Zeit wird entweder durch Antigennachweis oder durch 
An-bikorpernachweis von bzw. gegen ein bestimm-tes Virus im Blut 
versucht:, solche Spenden, die ein positives Ergebnis liefern, aus- 
zuschlieBen und sie nicht in einen groBeren Plasmapool einzubrin- 
gen, der als Ausgangsmaterial fur die Herstellung von Blu-tproduk- 
-ben dienen soil. Bei Einzelspendern, die in alien Untersuchungen 
keine Krankheit:ssymptome oder pathologische Untersuchungsergeb- 
nisse aufweisen, trotzdem aber bestimmtre Viren in ihrem Blut sogar 
in hoher Konzen-tration liber langere Zeitraume beherbergen konnen, 
kann nunmehr das Auftreten solcher Viramien durch ein bestimmtes 
Virus mit Hilfe einer Amplif ikatiionsmethode eindeutig nachgewiesen 
werden. 

Durch das Poolen von Plasmaeinheiten wird zwar naturgemaB eine 
einzelne mit: Viren kontaminierte Plasmaspende verdunnt, der Nach- 
weis von viralen Genomsequenzen mit: Hilfe von Amplif ikationsreak- 
-tionen ist: aber so empfindlich, daB selbst in den Verdunnungen 
Virusgenome bzw. deren Sequenzen eindeutig bestimmbar sind und 
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falls sie, wie oben erwahnt, unter eine bestinimte Bestimmbarkeits- 
grenze fallen, dann nlcht: mehr eine klinische Relevanz im Sinne 
der Moglichkeit einer Infektion aufweisen. 

Die EG-Richtlinie gem^B dem "EEC Regulatory Document: Note for 
Guidance", Guidelines for Medicinal Products Derived from Human 
Blood and Plasma (Biologicals 1992, 20: 159-164) schiagt ein Qua- 
litStssicherheitssystem zur Kontrolle der Plasmaspender bzw. Plas- 
maspenden vor. Demnach mu6 jede Plasmaspende mit validierten Tests 
auf die Abwesenheit von Virus-Markern, wie Hepatitis-B Antigen, 
HIV-1- und HIV-2-Antik5rpern untersucht werden, da diese indikativ 
fur eine entsprechende virale Infektion des Plasmaspenders sind. 
Tests zum AusschluB Bestimmung einer Hepatitis C-Infektion sollen 
gleichfalls vorgenommen werden. 

GemSB der europSiischen Pharmacopoeia ist beschrieben, daB 
spezielle Tests zur Bestimmung von Hepatitis B-Oberf lachenantigen, 
fiir Hepatitis C-Virus-AntikGrper und fur HIV-Antikorper an jeder 
Spende durchgefuhrt werden sollen. (European Pharmacopoeia, 2. 
Ausgabe, Teil II, 1994, Seiten 853 bis 853-4). 

Eine FDA-Richtlinie vom 14.3.1995 sieht die PCR-Testung an einem 
Endprodukt ( Immunglobulin-Produkt ) als zus^tzlichen Sicherheits- 
faktor vor. 

Trotz der vorgeschlagenen Tests wird in der EG-Richtlinie betont, 
daB die Sicherheit von einzelnen Plasmaspenden nur durch eine 
Kontrolle dieser Virus-Marker nicht ausreichend ist. Auch wenn die 
Abwesenheit der genannten Marker in einer Plasmaprobe bestatigt 
wird, ist eine Viramie des Spenders nicht auszuschlieBen. Virale 
Antigene und entsprechende Antikorper sind namlich nicht sofort 
nach der Infektion nachweisbar, die ersten Marker fiir eine virale 
Infektion treten oft erst nach Wochen oder Monaten nach dem Kon- 
takt mit infektiosem Material auf. Dieser kritische Zeitraum nach 
Infektion und vor dem Auftreten von Antikorpern wird allgemein als 
"Window-Periode" bezeichnet. Der Zeitpunkt nach Infektion, bei dem 
die ersten viralen Marker nachweisbar sind, ist jedoch von Virus 
zu Virus verschieden. 
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Daruberhinaus wurde auch bekannt;, dafi fvir manche aus Plasma her- 
gestellte Arzneimit-bel es im Ralmen des Hersteliungsverf ahrens zu 
einer Abreicherxing bzw. Inaktivlerung von Viren kommt: und solche 
Produkte von sich aus in hohem AusmaB virussicher sind. 

Obwohl Virusinakt:ivierungen von Plasmaderivaten im industriellen 
AusmaB SLuSerst erfolgreich durchgefuhrt wurden, kam es in seltenen 
FSLllen trotzdem zu Ubertragungen haematogener Viren wie AIDS, 
Hepatitis A, B, C-Virus, wodurch angenommen weirden muB, daB Her- 
steller trotrz Anwendung einer gleichbleibenden Herstellungsmethode 
bei einigen wenigen Herstellungschargen viruskontaminierte Pro- 
dukte erzeugten (Lancet 340, 305-306 (1992); MMWR 43 (28), 505-509 
(1994); Thromb.Haemost. 68, 781 (1992). Die Ursache dafur ist 
wahrscheinlich in einer von ubermaBigen Kontamination bestimmter 
Ausgangschargen zu suchen. Da bei der Gewinnung des Plasmas nur 
indirekte Methoden zum AusschluB von viruskontaminierten Plasma- 
spenden zur Verfligung steben und besteht die Moglichkeit, daB das 
Ausgangsmaterial so stark kontaminiert ist, daB die ansonsten 
erfolgreich anwendbaren Virusinaktivierungs- und Virusabreicbe- 
rungsmethoden nicht mehr genugen, um virussichere Endprodukte her- 
zustellen. 

Die menschliche infektiose Dosis ist fur HIV, HCV und HBV nicbt 
bekannt und derzeit nicht bestimmbar. Die Bestimmung der infektio- 
sen Dosis in Gewebekulturen (TCID^q: tissue culture infectious 
dose) Oder im Tiermodell (CID^q: chimpanzee infectious dose) gibt 
daher nur eine AnnSherung der humanen infektiosen Dosis an. Dazu 
kommt noch, daB in einigen Fallen Menschen trotz einer Exposition 
mit HIV, HCV oder HBV nicht infiziert warden. Eine humane infek- 
tiose Dosis eines solchen Virus ist daher nicht unbedingt infek- 
tios . 

Piatak et al. (Science 1993, 259:1749-1754) ermittelten die TCID^o 
von HIV mit 1 TCID^q/IO^ Kopien HIV RNA. Shimizu, Y.K. et al . 
(PNAS. Natl. Acad. Sci . USA 1993, 90: 6037-6041) bestimmten die 
CID^Q eines HCV-Stammes mit 1 Kopie RNA. 

Von Eder et al . (The Role of the Chimpanzee in Research, Symp. 
Vienna 1992, 156-165) konnte gezeigt warden, daB 20 Kopien HBV 
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DNA/ml Plasma einer CID^^ von 1 entsprechen . 

Es ist bei einem Plasmapool oder anderen Plasmaausgangsmaterialien 
insbesondere darauf zu acht:en, daB die Virusbelastung so gering 
wie moglich is-t, sodaB gegebenenf alls durch zusatzliche Virusin- 
akt:ivierungsschritt:e bzw. MaBnahmen zur Abreicherung von Viren die 
Virusbelastung zumindest: auf unterhalb der infektiosen Dosis ge- 
senkt werden kann, Wunschenswert wSre eine Virusbelastung in einem 
Ausgangsmaterial, bei der die Kopienzahl der viralen NukleinsSure 
schon unterhalb der infektiosen Dosis fur Schimpansen liegt. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht darin, ein Arznei- 
mittel enthaltend ein Oder mehrere Plasmaderivate zur Verfugung zu 
stellen, welches die Gefahr der Kontamination mit vermehrungs- 
fShigen haematogenen Viren aufgrund von ubermaBiger Kontamination 
bestimmter Ausgangschargen nicht mehr aufweisen kann, 

Dabei besteht die engere Aufgabe darin, ein qualitatsgesichertes 
Ausgangsmaterial oder Zwischenprodukt zur Verfugung zu stellen, 
deren Virusbelastung einen vorgegebenen Hochstwert nicht uber- 
schreiten dar f - 

Die Aufgabe wird erf indungsgemaB gelost durch ein Arzneimittel 
enthaltend ein oder mehrere Plasmaderivate als Wirksubstanz oder 
Hilfsstoff, bei welchem das Ausgangsmaterial oder die bei der 
Herstellung der Plasmaderivate anfallenden Zwischenprodukte keine 
Oder eine einen definierten Grenzwert nicht uberschreitende 
Virusbelastung an einem oder mehreren vermehrungsf ahigen 
haematogenen Viren aufweist, 

wobei die nicht vorhandene Virusbelastung fur bestimmte 
vermehrungsf ahige haematogene Viren durch einen UberschuB von 
virusneutralisierenden Antikorpern im Ausgangsmaterial oder im 
Zwischenprodukt oder durch eine protektive Immunitat beim 
Plasmaspender zum Zeitpunkt der Plasmaspende festgestellt 
wird , 

anderenfalls die Bestimmung der Genomaquivalente der jeweili- 
gen interessierenden Viren im Ausgangsmaterial oder im Zwi- 
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schenprodukt: durch ein quantif izierbares , kont:rolliert:es und 
nicht-inhibiertes Verfahren zum Nactiweis bzw. zur Bestimmung 
von Nukleinsauren erfolgt:, 

das solcherart: qualitSLtsgesicherte Ausgangsmaterial bzw. Zwiscben- 
produkt zur Herstellung des fertigen Plasmaderivats mindestens 
noch einem wesentlichen Virusabreicherungs- bzw. Vlrusinaktivie- 
rungsschritt: unterzogen wird, und das erhaltene qualitatsgesicher- 
t:e fertige Plasmaderivat mit: an sich bekannten Methoden zu einem 
Arzneimittel auf gearbeitet ist. 

Die Losung der Aufgabe beinhaltet die Feststellung des AusmaBes 
der Kon1:aminat:ion bzw. der Virusbelastung im Ausgangsmaterial, 
welche Virusbelastung durch ein Verfahren zur Inaktivierung Oder 
Abreicherung der Viren nicht mehr eliminiert werden kann. Es wird 
daher das Problem gel^st, in einem Ausgangsmaterial, die potren- 
tielle Viruskontamination f estzustellen und jene Ausgangsmateria- 
lien so lange nicht weitrer zu verarbeiten bzw. von der Verarbei- 
tzung auszuschlieBen, als dieser hohe Kontaminationsgrad besteht, 

Dafur soli jedes verwendete Ausgangsmaterial flir die Plasmaderi- 
va1:e und eventuell auch die bei der Herstellung der Plasmaderivatie 
anfallenden Zwischenprodukte, die einem Virusabreicberungs- oder 
Virusinaktrivierungsschritil: unterzogen werden sollen, und fertige 
Plasmaderiva-te so un-tersucht und behandelt werden, daB in ge- 
sicherter Weise gewahrleistet: wird, daB derartige aus Blutplasma 
hergestellte Arzneimi1:t:el auch nicht: mehr sporadisch haematogene 
vermehrungsf ahige Viren ubertragen konnen. Dabei soli das Aus- 
gangsma-terial mit Hilfe ausgewahlter Ampiif ikationstechniken 
untersucht werden, um die obere Grenze einer moglichen Virusbe- 
lastung fur ein Ausgangsmaterial bzw. Zwischenprodukt festzu- 
stellen, das noch mindestens einem wesent lichen Virusinaktivie- 
rungs- bzw. Virusabreicherungsschritt unterzogen wird, um zu einem 
Arzneimittel zu gelangen, das keine Ubertragung von haematogenen 
Viren zur Folge hat. 

Die bei der Bestimmung der Gemonaquivalente zu detektierenden 
Zielnukleinsauren konnen durch verschiedene Ampiif ikationsverfah- 
ren entsprechend der vorliegenden Erfindung im Blut, im Plasma, im 
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Serum oder Plasmaf raktionen amplif iziert werden, vorzugsweise 
werden aber die Polymerase-Kettren-Reaktion (PGR) bzw. spezielle 
Artzen der PGR als Nachweis- bzw. Bestimmungsverf ahren eingesetzzt: . 
Fur den Nachweis von spezifischen viralen Genomsequenzen mu6 der 
Amplif ikationsprozeB selektiv fur die zu amplif izierende Nuklein- 
sauresequenz sein. Die Amplif ikat:ion von Nukleins^uren in den 
erf indungsgemSBen Plasmapools kann durch eine Reihe von in der 
Litieratur beschriebenen Amplif ikationsprozessen erfolgen. 

Die Amplifikation spezifischer viraler Genomsequenzen erforderl; 
die Kenntnis des Genoms der einzelnen doch sehr unterschiedlichen 
Viren, urn sie zu vervielf altigen und detektierbar zu machen. 

Verschiedene Amplif ikationsverf ahren fur Nukleinsauren basieren 
auf der PGR. Das PCR-Amplifikationsverf ahren wurde erstmals 1983 
von Mullis et al . (US 4,683,195 und US 4,683,202) beschrieben. 
Virale Genomsequenzen k6nnen ebenfalls durch "nested PGR" (Mullis 
et al Methods Enzymol . 1987, 155: 335-350) Oder durch RT-PGR 
(Powell, L.M., et al. Gell 1987, 50:831-840; Kawasaki, et al, 
Proc- Natl. Acad. Sci . USA 1988, 85:5698-5702) amplifiziert 
werden . 

Fiir die Amplif ikation und den Nachweis von RNA muB die RNA erst in 
die DNA transkribiert werden. Dieses Verf ahren wird in der WO 
91/09944 unter Verwendung der Reversen-Transkriptase als sogenann- 
te RT-PGR beschrieben. 

Die Analyse der Amplif ikationsprodukte kann durch Verwendung von 
markierten Nukleotiden oder Oligonukleotid-Primern beim Elongati- 
onsprozeS und der anschlieBenden Hybridisierung oder gelelektro- 
phoretischen Auftrennung der Produkte erfolgen. 

Alternativ-Verf ahren zur PGR wurden ebenfalls beschrieben. 

Eines dieser Verfahren zur Nukleinsaureamplif ikation ist die L.GR 

(Ligase chain reaction) entsprechend der EP O 320 308, 

EP 0 336 731 und Wu und Wallace (Genomics 1989, 4: 560-569 ). 



Andere enzymatische Prozesse sind die NASBA (nucleic acid sequence 
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based amplification), die 3SR ( self -sustained sequence replica- 
tion) entsprechend EP 0 310 229 und Guatelli, J.C. et al, (Proc. 
Natl. Acad. Sci, USA 1990, 87: 1874-1878) oder die TAS (transcrip- 
tion based amplification system) entsprechend EP O 373 960 und 
Kwoh, D.Y. et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1989, 86: 1173- 
1177 ) . In diesen Verf ahren wird eine Reihe von Enzymen entweder 
gleichzeitig oder schrittweise bei der Amplif ikation verwendet, 
wie z.B. eine DNA-Polymerase oder eine RNA-Polymerase. 

Andere Amplif ikationsprozesse basieren auf der Verwendung der 
Replikase des RNA-Bakteriophagen QB entsprechend EP 0 361 983 und 
Lizardi et al . (TIBTECH 1991, 9: 53-58). 

Ein weiteres Verfahren beschreibt die Signal-Amplif ikation durch 
verzweigte DNA-Oligonukleotide anstelle der extrahierten Nuklein- 
sSure (branched DNA signal amplification) entsprechend Urdea, M.S, 
et al. Nucleic Acids Res. Symp. Ser. 24 Oxford 1991, Pachl, CA. 
et al. XXXII Interscience Conference on Antimicrobial Agents and 
Chemotherapy. Anaheim, October 1992 (abstract 1247). 

In der EP O 590 327 A2 ist ein Analysenverf ahren fur Blutproben 
beschrieben, bei dem die Bestimmung viraler RNA oder DNA von bei- 
spielsweise Hepatitis C-Virus, HIV oder Hepatitis B-Virus vorgese- 
hen ist. Die Nachweisgrenze fur einen Test zur Bestimmung von He- 
patitis B-Virus-Genom betrSgt 1.500 Kopien (150.000 Kopien/ml ) , 
wenn die Auswertung elektrophoretisch nach dem Farben des Gels er 
folgt. Die Blutproben sind z.T. getrocknete Blutflecken. Nach er- 
folgter Analyse ist keine weitere Verarbeitung der Proben vorgese 
hen. 

Verfahren zur Herstellung von Hyperimmunglobulin-Praparaten gegen 
bestimmte Viren gehen von Blut- bzw. Plasma aus, das von Spendern 
stammt, die aktiv immunisiert sind oder eine Erkrankung bereits 
uberstanden haben und daher eine protektive Immunitat aufweisen. 
Plasmaspender, die gegen pathogene Viren geimpft v/orden sind, ent 
halten in ihrem Blut einen entsprechenden Antikorpertiter . Diese 
Antikorper sind im Gegensatz zu Antikorper, die auf eine Viramie 
hinweisen, wie z.B, HIV-Antikorper , erwunscht. 
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Das zur Herstellung der erf indungsgemaBen Arzneimittiel verwendete 
qualit:at:sgesichert:e Ausgangsmaterial bzw. Zwischenprodukt: enthSilt: 
also entiweder einen UberschuS von virusneutralisierenden Ant:i- 
korpern gegen ein intzeressierendes Virus oder keine nachweisbaren 
Oder unter einem Grenzwert liegende Menge Genome oder Genomfrag- 
mente von mOglicherweise vorkommenden haematogenen vermehrTangs- 
f^higen Viren. 

Die Plasmaderivate konnen im Arzneimittel sowohl als Wirksubstanz 
als auch als Hilfsstoff enthalten sein. Wirksubstanzen umfassen 
beispielsweise Gerinnungsf aktoren, Immunglobuline, Fibrinolyse- 
faktoren, Enzym-Inhibitoren oder andere im Plasma vorhandene 
Enzyme bzw. Zymogene, sowie Mischungen davon. Hilfsstoffe umfassen 
Albumin oder andere Stabilisatoren, verschiedene Inhibitoren, 
Cofaktoren, etc. 

Als Ausgangsmaterial ist prinzipiell jedes Material anzusehen, 
welches am Anfang eines bestimmten Herstellungsprozesses steht, 
beispielsweise ein Plasmapool , ein Kryopoor-Plasma oder eine Cohn 
Il+III-Paste. Eine Reihe von moglichen Ausgangsmaterialien sind in 
einem Artikel von Heide et al zitiert ("Plasma Protein 
Fractionation" in "The Plasma Proteins", Frank W. Putnam, ed. 
Academic Press New York, San Francisco, London 1977, S. 545-597), 

Zwischenprodukte sind vom Ausgangsmaterial in einem bestimmten 
HerstellungsprozeB abgeleitete Produkte, welche durch die vorge- 
sehenen Herstellungsschritte gewonnen werden, z.B. ein Prothrom- 
binkomplex bei der Herstellung von Faktor IX mit Plasma oder 
Kryopoor-Plasma als Ausgangsmaterial . 

Aus dem Ausgangsmateiral wird durch den produktspezif ischen Her- 
stellungsprozeB gegebenenf alls iiber Zwischenprodukte ein fertiges 
Plasmaderivat hergestellt, welches mit routinemaSigen Konfektio- 
nierungsmaBnahmen zu einem Arzneimittel auf gearbeitet wird. Bei 
dieser Aufarbeitung konnen naturlich auch zwei oder mehrere 
fertige Plasmaderivate miteinander vereinigt werden. 



Bevorzugterweise besteht die nicht vorhandene Virusbelastung bzw. 
die den definierten Grenzwert nicht uberschreitende Virusbelastung 
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fur mindestens zwei Viren, vorzugsweise ausgewahlt: aus der Gruppe 
HIV, HAV, HBV und HCV, insbesondere HIV und HCV. 

Selbstverstandlich ist die vorliegende Erfindung nicht auf die 
oben erw^hn-ten Viren beschrSnkt:, sondern die nichi: vorhandene bzw» 
einen definierten Grenzwert nicht: Uberschrei-tende Virusbelast:ung 
kann fQr jedes haema-bogene Virus f es-tgestellt: werden, also z.B. 
auch fur Parvovirus, Hepatitis non A non B Virus und fur Viren, 
welche neu entdeckt werden, durch Blut oder aus Blut gewonnenen 
Produkten ubertragbar sind und sich als risikoreich fiir den 
Menschen herausstellen. Vorzugsweise wird die nicht vorhandene 
bzw. einen definierten Grenzwert nicht uberschreitende 
Virusbelastung fiir alle bekannten haematogenen Viren f estgestellt , 
soferne die Anwesenheit dieser Viren im Arzneimittel eine Gefahr 
fur den Patienten darstellen wurde. 

Der Grenzwert der zul^ssigen Belastung an vermehrungsf ^higen hae- 
matogenen Viren, welcher jedenfalls unterschritten werden sollte, 
richtet sich in erster Linie nach dem Potential der Nachweisreak- 
tion und nach dem Auf wand, welcher bei der Beurteilung des Aus- 
gangsmaterials bzw. Zwischenprodukts zweckmaBig ist. Die Nachweis- 
grenze hangt beispielsweise vom Volumen an Probe ab, welche zur 
Nachweisreaktion verwendet wird- Wenn zum Beispiel in 20 \x± Probe 
einer Einzelspende kein virales Genomaquivalent nachgewiesen 
werden kann und die eingesetzte Nachweismethode in der Lage ist, 
ein einziges Genomaquivalent in der Probe nachzuweisen, so ist 
daraus zu schlieBen, daB die maximale Belastung der Einzelspende 
unter 50 Genomaquivalenten pro ml Plasma liegt. Werden bei negati- 
vem Nachweisergebnis weitere 20 |xl Probe getestet und erneut kein 
virales Genomaquivalent nachgeweisen, so kann daraus geschlossen 
werden, daB die maximale Belastung der Einzelspende unter 25 
Genomaquivalente pro ml Plasma liegt. 

Als gut fur die praktische Arbeit geeignete Grenzwerte der zulas- 
sigen Belastung an vermehrungsf ahigen haematogenen Viren haben 
sich Werte von maximal 500 Genomaquivalenten, insbesondere maximal 
200 Genomaquivalente, bevorzugt 100 Genomaquivalente, besonders 
bevorzugt 50 Genomaquivalente, pro ml Ausgangsmaterial bzw, 
Zwischenprodukt herausgestellt . 
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Bei einem bevorzugten erf xndungsgemaS gesicherten Ausgangsmat:erial 
bzw, Zwischenprodukt: wird eine Virusinakt:ivierung bzw. Virusabrei- 
herung mitrtels mindestiens eines Verfahrens mit; einem Reduktions- 
aktor von mindestens 4 bei der Herstellung des Arzneimit:1:els aus 
diesem qualitratsgesicherten Ausgangsmaterial bzw. Zwischenprodukt, 
erreicht; . 

Das erf indungsgem^Be Plasmaprotein-hSltige Arzneimit-bel hat den 
Vorteil, daB aufgrund der gesicherten limitierten Virusbelastung 
an einem oder mehreren vermehrungsf Shigen haematogenen Viren im 
Ausgangsmateiral des Plasmaproteins ein proteinschonendes Verfah- 
ren zur Virusinaktivierung bzw. Virusabreicherung ausreicht, um 
das plasmaprotein in virussicherer Form zu erhalten. Vorzugsweise 
wird ein proteinschonendes Verfahren mit einem Reduktionsf aktor 
von max. 4 vorgenommen, um eine gegebenenf alls vorhandene Virus- 
belastung an vermehrungsf Sihigen haematogenen Viren zu inaktivieren 
bzw, zu eliminieren. Ein proteinschonendes Verfahren ermogiicht 
die Erhaltung der AktivitSt und IntegritSt eines Plasmaproteins in 
einem gre^Stmoglichen AusmaB. Als proteinschonend wird ein Verfah- 
ren angesehen, bei welchem eine Erhaltung der ( spezif ischen ) Akti- 
vitat des zu gewinnenden Proteins von 50 % oder mehr, vorzugsweise 
80 % Oder mehr, erzielt wird. Es reicht sogar eine einzige Virus- 
inaktivierung bzw. Virusabreicherung im Zuge des Herstellungsver- 
fahrens fur das erf indungsgemaBe Arzneimittel aus, um gegebenen- 
falls vorhandene Viren vollstandig zu inaktivieren bzw. zu eli- 
minieren . 

Es hat sich gezeigt, daB bei einem zur Herstellung von Plasma- 
derivaten bzw. Arzneimitteln verwendeten Ausgangsmaterial bzw. 
Zwischenprodukt, dem ein Testvirus zugesetzt worden ist, die 
Virusbelastung vor einem vorgesehenen Virusinaktivierungsschritt 
durch eine Virusabreicherung stark herabgesetzt werden kann (z.B. 
EP_A-0 506 651), Die Abreicherung kann durch bekannte Verfahren, 
wie Nanof iltration, Fallungsreaktionen, Dialyse, Zentrif ugation, 
chromatographische Reinigungsschritte , etc. erfolgen. Zur Inakti- 
vierung von Viren sind eine Reihe von physikalischen, chemischen 
Oder chemisch/physikalischen Methoden bekannt, die beispielsweise 
eine Hi t zebehandlung , z.B. gemaB der EP-A-159 311 oder EP-A- 
0 637 451, eine Hydrolasebehandlung gemaB der EP-A-0 247 998, eine 
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Strahlenbehandlung oder eine Behandlung mit: organischen Losungs- 
mitteln und/oder Tensiden, z,B. gemaB der EP-A-0 131 740 umfassen. 
Weitrere geeignete Virusinakt:ivierungsschrit:te bei der Herst;ellung 
von Plasmaf rak-tionen und Arzneimitteln sind in der EP-A-0 506 651 
Oder in der W094/13329 beschrieben. Eine Analyse von verschiedenen 
InaktivierungsmaBnahmen findet sich in dem Dokument Eur. J. 
Epidermal, 3 (1987), 103-118; zum Reduktionsf aktor liegt die 
Richtlinie ECIII/8115/89-EN der Kommission der EG vor. 

Die erf indungsgemSSen MaBnahmen ermoglichen ein gepooltes Aus- 
gangsmaterial , insbesondere einen Plasmapool, bzw. ein Zwiscben- 
produkt von bervorragender Quali-tSt mit erh5bt:er Sicberheit. 

Vorzugsweise werden diejenigen Plasmaspender zur Herstellung des 
erf indungsgemaB quali-tatsgesicherten Plasmapools ausgewablt, die 
aktiv gegen ein oder mebrere der Viren immunisiert: oder immun 
sind, die also eine protektrive Immunitat; aufweisen, beispielsweise 
durch eine entisprechende Impfung. Die Plasmaspender sind vorzugs- 
weise gegen ein Hepatitiis-Virus, insbesondere Hepatitris-A-Virus , 
geimpft, um eine en1:sprecbende Inf ektiositat des Plasmas auszu- 
schlieBen. 

Wenn Plasma das Ausgangsn atrerial ist, beslrehen bevorzugtre Ausfiib- 
rungsfonnen der erf indungsgemaBen Qualitatssicberung darin, daB 

die Bestimmung der Genomaquivalente samtlicher Viren der 

Gruppe HIV, HBV, HCV, Parvovirus und HAV, 

die Bestimmung der Genomaquivalente samtlicber Viren der 
Gruppe HIV, HBV, HCV und Parvovirus, sowie die Feststellung 
eines Uberschusses von HAV-Antikorpern, 

die Bestimmung der Genomaquivalente samtlicher Viren der 
Gruppe HIV, HBV und HCV, sowie die Feststellung eines 
Uberschusses von HAV- und Parvovirus -Ant ikorpern, 

die Bestimmung der Genomaquivalente samtlicher Viren der 
Gruppe HIV, HBV und HCV, sowie die Feststellung eines 
Uberschusses von HAV-Antikbrpern, 
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die Bestimmung der Genomaquivalente sam-tlicher Viren der 
Gruppe HIV, HBV und HCV, sowie die Feststellung eines 
Uberschusses von Parvovirus -Antikorpeirn, 

die Bestimmung der Genomaquivalente s^mtlicher Viren der 
Gruppe HIV, HBV und HCV, 

die Bestimmung der Genomaquivalente s^mtlicher Viren der 
Gruppe HIV und HCV, oder 

(iie Bestimmung der Genom&quivalente samtlicher Viren der 
Gruppe HIV und HCV, sowie die Feststellung eines 
Uberschusses von HBV-AntikGrpern, 



erf olgt . 

Der erf indungsgemaB qualitStsgesicherte Plasmapool ist beispiels- 
weise auch erhaltlich durch die Auswahl von Plasmaspendern, die 
gegen Hepatitis A- und Hepatitis B-Virus geimpft sind und die 
damit aufgrund ihrer antiinf ektiCisen ImmunitSt einen AntikOrper- 
titer in ihrem Blut aufweisen konnen. Diese Antikorper sind in- 
folge einer aktiven Immunisierung gebildet worden und daher nicht 
indikativ fur eine Viramie. Die Plasmaspenden werden einzeln auf 
die Abwesenheit von Markern untersucht, die auf eine entsprechende 
Viramie hinweisen. Dazu wird beispielsweise ein Test zur Bestim- 
mung von Hepatitis C-Virus- und gegebenenf alls HIV-Antikorpern mit 
Hilfe eines validierten ELISA-Testsystems durchgef uhrt . Als Marker 
flir Hepatitis C-Virus gelten auch bestimmte Leberwerte, wie z.B. 
ALT- und GPD-Werte. Falls sich die Abwesenheit der viralen Marker 
im Spenderplasma best^tigt, wird als weiteres Auswahlkriterium der 
Nachweis fvir die Abwesenheit eines Genoms oder Genomf ragmentes von 
AIDS-Viren (HIV-1) und gegebenenf alls Hepatitis C-Virus in einem 
Plasmapool der Einzelplasmaspenden erbracht, Diese Vorgangsweise 
empfiehlt sich trotz Bestatigung, daB diese Plasmaspende keine 
Antikorper gegen HIV enthSlt, welche indikativ fur eine virale 
Infektion sind. Die Zeit von der Infektion mit einem HIV-Virus bis 
zur moglichen Detektion von entsprechenden Antikorpern kann sich 
gerade bei diesen Viren uber Monate erstrecken. Ein Plasmapool, 
der lediglich auf Abwesenheit von HI V-Antikorper getestet wurde. 
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kann daher nicht; nachweislich als kontrollierties Plasmapool zur 
Verfugung gestellt: werden, der keine oder unt:er einem definiertren 
Grenzwert liegenden vermehrungsf Shigen, infektiosen Viren enthSlt:. 

Eine der erf indungsgemaBen MaSnatimen zur Sicherung der limitierten 
Belastung an vermehrungsf Shigen haematogenen Viren umfaBt; neben 
dem quantif izierbaren, kon1:rolliert;en und nicht:- inhibierten Ver- 
fahren zum Nachweis bzw, zur Bes1:iminung von NukleinsSuren den 
Nachweis von virusneutrralisierenden AntikOrpern im erf indungsge- 
mSBen Plasmapool. Zur Bestimmung des Antik5rpert:it:ers sind eben- 
falls validierte Testsystreme einzusetzen, beispielsweise ent- 
sprechende Enzymimmuntests . Die fur das Verf ahren eingeset:z1:en 
Proben k5nnen gegebenenf alls lyophilisiert; und anschlieBend rekon- 
sti-tutiert: sein. 

Als Ausgangsmaterial kommen ftir diese Erfindung auBer Plasmapools 
auch KryoprSzipi-ta-fce oder andere frlihe Int:ennediarprodukt:e in Fra- 
ge, Fruhe Inl:ermediSrprodukt:e sind solche, die aus menschlichem 
Plasma bei der Erzeugung von Arzneimit:t:eln gewonnen werden, die 
noch einer Virusabreicherung oder -inaktivierung unterzogen 
werden. Auch das zum Plasmapool hier ausgesagte gilt - soweit 
moglich - erf indungsgemaB auch fur andere Ausgangsmaterialien, 
insbesondere die Moglichkeit: der Vereinigung gleichartig gesicher- 
t:er kleinerer Mengen zu groBeren, Erf indungsgemaB ist daher das 
Vermischen von gleichart:igen qualit:atsgesichert:en Ausgangsmateria- 
lien bzw. Zwischenproduktren zu einem groBeren qualit:at:sgesicher1:en 
Ausgangsmaterial- bzw . Zwischenproduktpool vorgesehen . 

Derart hohe Qualit:at:skrit:erien fur ein Ausgangsmaterial bzw. 
Zwischenprodukt: wurden bislang nichi: erfullt. Einerseits wurde es 
nicht fur notrwendig erachtet^ eine Viramie bedingt durch einen mit 
Virus belastreten Plasmapool vollkommen auszuschlieBen. Plasmapools 
werden vor allem zur Herstellung von Plasmaderivaten verwendet, 
also von pharmazeutischen Produkten auf Basis von Plasmaproteinen. 
Bei dieser Herstellung muB jedenfalls eine zusatzliche MaBnahme 
zur Inaktivierung und/oder Abreicherung von potentiell vorhandenen 
Viren vorgenommen werden, was das Risiko einer Ubertrragung der 
pathogenen Viren durch die fertigen Produkte um ein Vielfaches 
reduziert, sodaB die vorgeschriebenen gemaB dem Stand der Technik 
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liblichen Untersuchungen als ausreichend angesehen werden. 

Erf indungsgemSB kommen nur solche Ausgangsmat:erialien bzw. 
Zwischenproduktre fur die weit:ere Produkt:auf berei tung zum Einsatz, 
die einen UberschuB von virusneutralisierenden Antikorpern oder 
gesicherte limitierte Belast:ung an viralen Genomsequenzen auf- 
weisen. Ausgangsmaterial , welches den erf indungsgemSBen Anforde- 
rungen nicht genugt, ist zwar nicht fur die Weiterverarbeitung zu 
Arzneimitteln im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignet, kann 
aber trotz allem nicht: bewiesenermaBen als infektiios bezeichnet 
werden, da die mit einer NukleinsSure-Amplif ikationsmethode 
f estgestellte Menge an Genom^quivalenten nur die Obergrenze fur 
die Belastrung an vermehrungsf ahigen Viren angibt: . Die festge- 
stellte Menge an Genomaquivalent:en gibt daher nur dann den "wahren 
Wert:" der Belastung an vermehrungsf ahigen Viren an, wenn alle 
Genomaquivalente von aktriven Viren stammen. 

Aus mehreren erf indungsgemSB gesicherten Ausgangsmaterialien kann 
durch Vermischen eine gr66ere Menge erhalten werden, welche den- 
selben Sicherhei1:skrit;erien ent:spricht: . 

So kann im Falle eines Plasmapools dieser als Smallpool zur Verfu- 
gung gestellt werden, der aus etrwa 2 bis 20 Einzelplasmaspenden 
zusammengese1:zt ist, Mindest:ens 10 Smallpools konnen zu einem Mi- 
nipool von etwa 20 bis 200, vorzugsweise etwa 200, Einzelplasma- 
spenden kombiniert werden. Die nachste GroBenordnung ist ein 
Makropool mit einer GroBe von etwa 200 bis 2000, vorzugsweise etwa 
2000, Einzelplasmaspenden, der gegebenenf alls durch Vermischen von 
mindestens 10 Minipools hergestellt ist. Mehrere Makropools konnen 
zu einem Multimakropool bis zu einer GroBe von 200 000 
Einzelspenden zusammengesetzt werden . 

Der Nachweis fiir virale Genome oder Genomf ragmente kann erfin- 
dungsgemaB fiir jede dieser PoolgroBen erbracht werden. Durch das 
Testen der Smallpools und die anschlieBende Kombination der 
kontrollierten Smallpools zu einem groBeren Pool, beispielsweise 
einem Minipool, wird eine bisher noch nie beschriebene Qualit^t 
auch von einem groBeren Pool erhalten. 
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Eine besondere Ausf uhrungsf orm der Erfindung bestzehl: daher aus 
einem Plasmapool, der durch Vermischen von Minipools, die vorzugs- 
weise aus etwa 200 Einzelspenden bestehen, zu einem Makropool^ der 
vorzugsweise aus etwa 2000 Einzelspenden bestetit, gewonnen ist:, 

Eine weitere bevorzugte Ausf iihrungsf oirm besteht; in einem Plasma- 
pool, welcher dadurch gekennzeichnet ist, daB ein Makropool durch 
Vermischen mit einer beliebigen Anzahl weiterer Makropools zu 
einem Multimakropool bis zu 200.000 Einzelspenden vereinigt wird, 

Noch eine bevorzugte Ausf uhrungs form besteht: in einem Plasmapool, 
bei welchem die Minipools durch Vermischen von Smallpools, die aus 
zwei bis e-twa 20 Einzelspenden bestehen, gewonnen werden, 

Bei der Wahl eines Ausgangsmaterials zur Frakt:ionierung von Blut- 
plasma zur Herstellung von Plasmaf raktionen bzw. fertigen Plasma- 
deriva-ten und Arzneimi-ttein ist eine relat:iv groBe Menge aus 
Grlinden der Wirtrschaf tlichkeit; vorzuziehen. Bislang stand aber 
noch kein Plasmapool der GroBenordnung eines Makropools oder eines 
Multimakropools zur Verfugung, der durch den Nachweis von viralen 
Genomen oder Genomf ragmenten als nicht-virusbelastet; gelten 
konntre. Es genligl: namlich nicht, den Nachweis allein fur einen 
Multimakropool zu erbringen, da durch das Zusammenmischen von mehr 
als 2000 Einzelplasmaspenden ein zu groBer Verdlinnungsef f ekt 
auftritt und die Anzahl der zu detektierenden Genome sehr haufig 
kleiner als die Nachweisgrenze eines Testverf ahrens ist. Durch das 
Testen von kleinen Untereinheiten und das anschliefiende 
Kombinieren zu groBeren Einheiten wird dieses Problem der 
Nachweisbarkeit uberwunden und eine wirtschaf tlich interessante 
Menge erhalten. 

Das erf indungsgemaB qualitatsgesicherte Ausgangsmaterial eignet 
sich hervorragend zur Herstellung von Fraktionen enthaltend 
Plasmaproteine als Zwischenprodukte bzw. zur Herstellung von 
f ertigen Arzneimitteln , 

Die fur das Ausgangsmaterial, insbesondere Plasmapools vorgesehe- 
nen MaBnahmen sind selbstverstandlich analog bei Plasmaf raktionen 
aller Art anwendbar. GemaB einem weiteren Aspekt betrifft daher 
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die vorliegende Erfindung auch qualitatsgesicherte fertige Piasma- 
derxvate mit: durch Verwendung von qualitatsgesichert:em Ausgangs- 
material gesicherter limit;iert:er Belastung an vermehrungsf ahigen 
haemairogenen Viren . 

Daruberhinaus betrif ft die vorliegende Erfindung natlirlich auch 
fertige Plasmaderivate, welche nach einem Herstellungsverf ahren 
aus einem erf indungsgemSB qualitatsgesicherten Ausgangsmaterial 
Oder aus einem oder mehreren erf indungsgemaB qualitatsgesicherten 
Zwischenprodukt: gewonnen werden. 

Die aus erf indungsgemaBen fertigen Plasmaderivaten durch pharma- 
zeutische Formulierung hergestellten Arzneimitrtel sind ebenfalls 
von der vorliegenden Erfindung umf aBt • 

Weiters betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur 
Herstellung eines Arzneimittels enthaltend ein oder mehrere 
Plasmaderivate aus einem qualitatsgesicherten Ausgangsmaterial 
bzw. aus einem bei der Herstellung der Plasmaderivate anfallenden 
qualitatsgesicherten Zwischenprodukt, wobei das qualitatsge- 
sicherte Ausgangsmaterial bzw. Zwischenprodukt keine oder eine 
einen definierten Grenzwert nicht uberschreitende Virusbelastung 
an einem oder mehreren vermehrungsf ahigen haematogenen Viren 
aufweist und der definierte Grenzwert im Falle der Bestimmung der 
Genomaquivalente des jeweiligen Virus durch ein quantif izierbares , 
kontrolliertes und nicht- inhibiertes Verfahren zum Nachweis bzw. 
zur Bestimmung von Nukleinsauren ausgewahlt ist nach einem oder 
mehreren der folgenden Kriterien: 

Nachweisgrenze (des) der Nukleinsaure-Amplif izierungsverf ah- . 
ren(s) von mindestens 10 000 Kopien ausgewahlter Nuklein- 
sauresequenzen; 

bestimmte Anzahl an Genomaquivalenten, insbesondere eine An- 
zahl unter 500 Genomaquivalenten, vorzugsweise unter 200 Geno- 
maquivalenten, noch bevorzugter unter 100 Genomaquivalenten, 
besonders bevorzugt unter 50 Genomaquivalenten , pro ml 
Ausgangsmaterial bzw . Zwischenprodukt ; 
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Andere zulassige Auswahlkriterien beziiglich der Grenzwertie sind 
erf indungsgemaB 

ein mit einem Zellkultuirtest: ermi-ttelter Grenzwert, vorzugs- 
v^eise eine TCID^q pro ml, bzw. die in dieser Menge ent:halt;enen 
Genomaquivalente , 

ein mit einem Tiermodell ermitteltier Grenzwert, vorzugsweise 
eine CID^q pro ml, bzw. die in dieser Menge enthaltenen Genom- 
aquivalent;e 

Diese Grenzwer-te sind wegen ihrer praktischen Relevanz ( abbangig 
vom Nachweispotential einer Untersuchungsme-thode ) und ihrer biolo- 
gischen Relevanz ( speziell die TCID- und CID-Werte) bevorzugt:, 

Die hochsensitive Metbode der PGR hat den Nachteil, daB schon be- 
stimmte geringste Verunreinigungen, die in das Testmaterial ge- 
langen konnen, ebenfalls amplif iziert werden, so daS es zu falsch 
positiven Ergebnissen kommen kann* 

Eine bevorzugte Ausf tihrungsf orm des erf indungsgemSBen Verfahrens 
ist dadurch gekennzeichnet; , daB mehr als ein Nachweis- bzw. 
Bestrimmungssystem fur Nukleinsauren eingesetzt wird, wobei die 
Nachweis- bzw, Bestimmungssysteme vorzugsweise derart ausgewahlt 
sind, daB das eine System falsch positive und ein anderes System 
falsch negative Resultate ausschlieBt. 

Vorzugsweise werden mindestens zwei unterschiedliche PCR-Methoden 
eingesetzt , wobei mindestens eine Methode zum Screening und 
mindestens eine Methode zur Bestatigung ( Konf irmation ) dient. 

Bei der DTS-PCR (Dual Targeting-Southern Blot-PCR) erfolgt nach 
Amplif ikation der extrahierten Nukleinsauren eine Auftrennung der 
synthetisierten Nukleinsauren durch Agarose-Gelelektrophorese und 
anschlieBendem Southern-Blot nach Hybridisierung mit einer Digoxi- 
genin ( DIG ) -markierten Sonde, Die Auswertung erfolgt uber eine 
densitometrische Bestimmung der Bandenintensitat . Zum AusschluB 
von falsch negativen Ergebnissen, die durch ein Mispriming zwi- 
schen PCR-Primern und Template aufgrund von Sequenzheterogenitat 
verursacht sein kann, werden die Nukleinsaure-Extrakte in einer 
zwei ten PGR mit weiteren, von dem ersten Primerpaar verschiedenen. 
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Primern nochmals amplifiziert und analysiert. Durch die Zugabe 
einer syntrhetischen Nukleinsaure als internen St:andai:d wird die 
DTS-PCR kontrolliert: und falsch negative Resultatie ausgeschlossen . 

Um beispielsweise die in der DTS-PCR erhaltenen Resultate zusSftz- 
lich zu verif izieren, wird vorzugsweise als weitrere Methode die 
LIF-PCR ( Laser-induziert:e Fluoreszenz-PCR ) eingesetzt . 

Durch Verwendung von nichtradioaktiv-markier-ten Primern ( bevorzugt 
werden Fluoreszenzf arbstof f -markierte Primer eingesetzt: ) k^jnnen 
die PCR-Produkt:e durch LIF-PCR nachgewiesen werden. Die Detektion 
der Amplif ikatrionsproduktze kann aber auch liber den Einbau von 
nicht:radioakt:iv-markierten Nukleotid-Analogen wcihrend der Elonga- 
tionsreaktion in die neusynthetisierten Nukleins^uren vereinfacht: 
werden. Bei der LIF-PCR erfolgt: die Amplif ikation der Nukleinsaure 
in Gegenwart von f luoreszenzmarkierten Primern und anschlieBender 
Auftrennung der Amplif ikationsprodukte durch PAGE. Bei jedem Pro- 
benansatz der LIF-PCR werden zusatzlich Negat:iv- und Positiv-Kon- 
trrollen mitrgef uhrt . Der Nachweis und die Quantif izierung der PCR- 
Produkte erfolgen mittrels eines Genescanners . Mit: Hilfe der inter- 
nen Doppelstandardisierung des LIF-PCR werden insbesondere falsch 
negative Ergebnisse ausgeschlossen und positive Ergebnisse abgesi- 
chert . 

Falsch positive bzw. falsch negative Ergebnisse kbnnen erfindungs- 
gemaB durch den Einsatz von Positiv-und Negativ-Kontrollen ausge- 
schlossen werden. Die geschilderte Kombination zweier verschiede- 
ner PCR-Methoden, insbesondere der DTS-PCR und der Laser-induzier- 
ten Fluoreszenz-PCR (LIF-PCR) ermoglicht die Prufung groBer 
Probenzahlen in der Routinekontrolle und somit den AusschluB 
primar falsch negativer Resultate und die Vermeidung falsch 
positiver Ergebnisse , 

Ein zusatzlicher Aspekt der Erfindung liegt darin, daB eine Auf- 
konzentrierung der Testproben vorgenommen wird und dadurch noch 
geringere Belastungen an viralen Genomsequenzen detektiert werden 
konnen. Die Empf indlichkeit des erf indungsgemaBen Verfahrens kann 
durch zusatzliche MaBnahmen durch Konzentrierung der Plasmaproben 
Oder der enthaltenen Genomaquivalente gesteigert werden, wobei 
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eine Erhohung der Sensitivitral: urn das lOfache bis lOOfache 
bevorzugt ist:, 

Bei einer bevorzugten Ausf uhrungsf oirm des erf indungsgemaSen Ver- 
fahrens werden daher die Proben aus den Ausgangsmaterialien (z.B. 
Einzelspenden oder Probenpools ) bzw. Zwischenprodukt: bzw. die 
darin ent:halt:enen GenomSquivalent:e konzentriert , und zwar vorzugs- 
weise durch Lyophilisat:ion, Adsorption Oder Zentrif ugation. 

Erf indungsgemSB wird eine Methode herangezogen^ die ein quantifi- 
zierbares, konlrrolliertes und nicht-inhibiertes Verfahren ziun 
Nachweis bzw, zur Bestimmung von Genomsequenzen ermoglicht: . Bei 
der Bestimmung der limitierten Belastung an vermehrungsf ^higen 
Viren des Plasmapools durch den Nachweis von viralen Genomen oder 
Genomsequenzen kann es aber vorkommen, daB gewisse Inhibitoren der 
Nachweismetihode in den Proben vorhanden sind, sodaB nicht: von 
vornherein eine nicht:-inhibier1:e Amplif ikation moglich ist. 

Es hat sich namlich herausgestellt , daB die Virusbelastung eines 
Plasmapools bestimmt mit einer PCR-Methode durchaus unterschatzt 
werden kann. Im Plasmapool konnen Faktoren anwesend sein, die die 
Empf indlichkeit eines PGR- Best immungsverfahrens erheblich 
beeintrachtigen kannen (Nucleic Acids Research 16 (21), 10355 
(1988)). Diese sogenannten Inhibitoren der PCR-Reaktion werden bei 
dem erf indungsgemaBen Verfahren vor der Nachweisreaktion entfernt 
Oder durch eine Verwendung eines Genomstandards wahrend der 
Nachweisreaktion ausgeschlossen . Falls der interne Standard mit 
der entsprechenden Rate im Pool amplif izierbar und detektierbar 
ist, ist die Anwesenheit von solchen Inhibitoren ausgeschlossen. 

Es ist bekannt, daB im Plasma vorkommende Substanzen, wie Heparin, 
hohe Salzkonzentrationen und Polyethylenglycol die PGR inhibieren 
konnen ( BioTechniques 9(2), 166 (1990) und Journal of Clinical 
Microbiology 29(4) 676-679 (1991)). . 

Eine bevorzugte Ausf uhrungsf orm des erf indungsgemaBen Verfahrens 
ist daher dadurch gekennzeichnet , daB gegebenenf alls vorhandene 
Inhibitoren der Amplif ikation in den Proben aus den Einzelspenden 
Oder in den Probenpools entfernt oder abgereichert werden. 
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Diese zusatziichen Verfahren zum Entfernen oder zur Neut:ralisat:ion 
von Amplif ikations-Inhibi-toren im Blut;, Plasma oder Serum umfassen 
z.B. die Ultrazentrif ugatrion der Proben und das Dekanl:ieren des 
tJberstandes mit darin ent:halt:enen Inhibitoren und die Extraktion 
der Nukleinsaure, sowie die Behandlung der Proben mit Heparinase, 
Polyaminen oder die Vorreinigung der Nukleins^uren mittels HPLC. 
Durch die erh6hte Reinheit der Nukleinsauren wird eine uneinge- 
schrSnk-te Amplif ikation der NukleinsSure gewShrleistet;, 

GemaS einer bevorzugt;en Verf ahrensvariante werden fur mehrere 
Viren spezifische Primer-Paare beim Amplif ikations-test: eingesetzt:, 
so daB die Anwesenheit: mehrerer Virusarten gleichzeitig untersucht 
werden kann, Bei einem besonders bevorzugten Test werden zwei oder 
mehrere Viren, ausgewMhlt aus der Gruppe HIV, HAV, HBV und HCV, 
untersucht . 

Insbesondere RNA- Viren unterliegen einer groBen Mutationsrate, wo- 
durch sehr schnell Varianten oder Subtypen eines bekannten Strammes 
auftreten konnen, die sich in ihrer Genomsequenz von den Wildtype- 
sequenzen mehr oder weniger stark unterscheiden • Bei einer emp- 
findlichen Amplif ikationsmethode wie z.B. der PGR ist jedoch fur 
den Nachweis und die quantitative Bestimmung sehr geringer Kopien- 
zahl einer viralen Genomsequenz eine besonders hohe Effizienz der 
Amplif ikation Voraussetzung , um die in einer Probe tatsachlich 
vorhandenen Kopien f estzustellen. Eine ungenugende Paarung der 
Primer mit dem Template verringert deren Effizienz . 
Eine entsprechende Sorgfalt bei der Auswahl der Primer muB daher 
gewahrleistet werden . 

Bevorzugte Primer-Paare werden so ausgewahlt, daB sie fiir konser- 
vierte Genomsequenzen der einzelnen zu untersuchenden haematogenen 
Viren kodieren, wobei die Eignung der Primer an entsprechenden 
Proben eines reprasentativen Probequerschnitts der zu 
untersuchenden Viren festgelegt wird. 

Durch die Auswahl der Primer fur die Amplif ikationsreaktion konnen 
neben den bisher identif izierten, bekannten Genomsequenzen von 
HIV, HCV und HBV auch ihre Subtypen erfaBt werden. Dies wird 
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erf indungsgemaB dadurch gelost: , daS die verwendeten Primer aus 
einer hocWconservierlren Genomregion des jeweiligen Virus ausge- 
wahlt werden. Fur die Selektion des erf indungsgemaBen Ausgangs- 
materials bzw, Zwischenproduktis mittels der LIF-PCR und der DTS- 
PCR kommen daher ausschlieBlich Primer zu Verwendung, deren 
SpezifitSt fiir alle relevanten Subtypen iiberpruft; wird, 

Im Rahmen einer epidemologischen Uberwachung warden neu auftreten- 
de Virusstamme der Zielviren untersucht:, ob sie die entsprechenden 
Templates, gegen die die verwendeten Primer gerich-bet sind, 
enthalten. Aufgrund von ermittrelten Veranderungen innerbalb einer 
bekannten Gruppe von VirusstSmmen ki^nnen dann entsprechend neue 
Primer fur den quan-ti-tativen Nachweis von vorhandenen Kopien eines 
neuen Virusstarmnes synthetisiert werden, Dabei sollen die neu- 
synt;het:isiert;en Primer eine mindestens gleich gute Empf indlichkeit 
des Test entsprechend der von schon erprobten Primern lief em* 

Fur neu auftretende Zielviren miissen entsprechende neue Primer fur 
konservierte Nukleinsauresequenzen entwickelt werden . 

Zur Kontrolle des Verfahrens zum Nachweis bzw. zur Bestimmung von 
Nukleinsauren in einer Probe werden bevorzugt vor oder wahrend der 
Durchfiihrung des Verfahrens der Probe ein oder mehrere interne 
Standards bzw . Ref erenzpraparationen zugesetzt , wobei die 
Standards zugleich mit gegebenenf alls vorhandenen viralen Genomen 
Oder Genomsequenzen in ein und demselben Testgef aB bestimmt bzw, 
nachgewiesen werden • 

Diese Vorgangsweise bietet die Moglichkeit einer noch exakteren 
Quantif izierung des Gehaltes an viralen Nukleinsauren bzw. eine 
noch bessere Abschatzung der Nachweisgrenze des Amplif ikationsver- 
fahrens, insbesondere wenn der oder die internen Standards in 
einer Menge eingesetzt werden, die nahe der Nachweisgrenze der je- 
weiligen Amplif ikationsreaktion liegt , 

Die erf indungsgemaB zu einem qualitatsgesicherten Plasmapool ver- 
einigten Einzelspenden konnen mit weiteren gleichartig qualitats- 
gesicherten Plasmapools vereinigt werden, so daB ein qualitats- 
gesicherter Minipool, Makropool oder Multimakropool zur Verfugung 
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gestellt: wird. Die Vorteiie eines aus qualit:at:sgesicheirt:en kleine- 
ren Pools hergestellten groSeren Pools sind bereits ausireichend 
beschrieben worden , 

GemaB einem weit:eren Aspekt: betrifft; die vorliegende Eirfindung ein 
Verfahren zur Herstellung eines Plasmapools als qualit:^1:sgesicher- 
"tes Ausgangsmaterial mit: einer gesicherten limitierten Belastung 
an vermehrungsf Shigen Viren aus zwei oder mehr Einzelspenden, 
welches durch die folgenden Schrit:t:e gekennzeichnet ist: 
Entnehmen von Proben aus n Einzelspenden, 

Vereinigen der Einzelspenden-Proben zu m Probenpools und 
Detektieren der in diesen Probenpools vorhandenen Menge an vi- 
ralen Genomen oder Genomsequenzen mit1:els eines quantif izier- 
baren, kontrollierten und nicht-inhibierten Verfahrens zum 
Nachweis bzw. zur Bestimxnung von Nukleins^uren, 
wonach diejenigen Einzelspenden (rig)r von denen die det:ekt:iert:e 
Menge an viralen Genomen oder Genomsequenzen in dem Probenpool 
untier einem bestimmt;en Grenzwert liegt:, zu einem gesicherten Plas- 
mapool vereinigt: werden und diejenigen Einzelspenden ( n^ ) , von 
denen die detektierte Menge an viralen Genomen oder Genomsequenzen 
in dem Probenpool groBer oder gleich dem Grenzwerl: ist, einer Wei- 
trerbehandlung zugeflihrt: oder ausgeschieden werden und wobei n und 
m positive ganze Zahlen sind. Eine Weiterbehandlung der 
Einzelspenden kann beispielsweise durch Abreicherung von viralen 
Genomaquivalenten oder durch Zumischen von Virus-neutralisierenden 
An-fcikorper-haltigen Fraktionen er f olgen . 

In einem weiteren Verf ahrensschritt konnen auch zur Weiterbehand- 
lung der ausgeschiedenen n^ Einzelspenden erneut Proben ent:nommen 
werden und diese Einzelspenden-Proben zu m^ Probenpools vereinigt: 
werden, wobei n^ und m^ positive ganze Zahlen sind, m^ > 2 ist und 
das Verhaltnis m^tn^ groBer ist als das Verhaltnis m:n, und in 
diesen Probenpools erneut die Menge an viralen Genomen oder Genom- 
sequenzen mittels eines quantif izierbaren, kontrollierten und 
nicht-inhibierten Verfahrens zum Nachweis bzw. zur Bestimmung von 
Nukleinsauren detektiert werden, wonach diejenigen Einzelspenden, 
von denen die detektierte Menge an viralen Genomen oder Genom- 
sequenzen in dem Probenpool unter einem bestimmten Grenzwert 
liegt, zu einem gesicherten Plasmapool vereinigt werden und 
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diejenigen Einzelspenden, von denen die detekliieirte Menge an 
viralen Genomen Oder Genomsequenzen groBer- oder gleich dem Grenz- 
wert ist, einer Weiterbehandlung zugefuhrt oder ausgeschieden 
werden. Dieses Verfahren kann solange wiederholt; werden, bis die 
Anzahl der Einzelspenden, welche weiterzubehandeln oder auszu- 
scheiden sind, eine festgelegte Zahl erreicht oder unt:erschri1:t:en 
hat, 

Damit wird ein einf aches Verfahren zur Verfugung gestellt:, welches 
es erlaubt, aus einem nahezu beliebig groBen Plasmapool mil: weni- 
gen Tests etwa vorhandene Einzelplasmaspenden mit unzulassig hoher 
Belastung an vermehrungsf ahigen Viren auszuscheiden, Auf der 
anderen Seite werden geeignete Einzelspenden, welche mit bisheri- 
gen Verfahren zusammen mil: einer virusbelastetren Einzelspende 
ausgeschieden worden sind, wenn sie gemeinsam analysiert: warden, 
mit einfachen Verf ahrensschritten erkannt und k5nnen zu einem 
fertigen Plasmaderivat verarbeitet werden, 

Damit kann ein weiteres Ziel der Erfindung erreicht werden, nSm- 
lich auch aus einem groBen Plasmapool einen einzigen verseuchten 
Spender auf einfache und kostensparende Weise herauszuf inden, um 
ihn von weiteren Spenden auszuschlieBen und ihn sofort ^rztlicher 
Hilfe zuzuleiten. Damit wird die Sicherheit der Spenderkolonie 
vergroBert . 

Die Zahl der Einzelspenden, welche der dem erf indungsgemaBen Ver- 
fahren unterzogene Plasmapool umfaBt, betragt in der Regel 2 bis 
200.000 (n = 2 bis 200,000) und vorzugsweise 20 bis 20.000, beson- 
ders bevorzugt 200 bis 2000, insbesondere 200, Die Zahl m liegt 
dabei vor allem zwischen 1 und 100.000, vorzugsweise zwischen 2 
und 1000. Die festgelegte Zahl an weiterzubehandelnden oder 
auszuscheidenden Einzelspenden betragt praktischerweise 100, vor- 
zugsweise 10, besonders bevorzugt 1. Im letzten Fall wird also die 
viruskontaminierte Einzelspende als solche identif iziert . In der 
Praxis ist dies jedoch nur aus Grunden der Identif izierung des 
Plasmaspenders angezeigt, es wird daher die festgelegte Zahl 
liblicherweise zwischen 10 und 100 liegen. 

Die Probenpools konnen, falls dies erforderlich erscheint, zusatz- 
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iich zum Nachweis bzw. zur Bestimmung von Nukleinsauren auf virus- 
neut:ralisierende Antikorper gegen die zu untersuchenden Viren 
getestet werden . 

Dabei werden in der Regel bei denjenigen Probenpools, in denen 
Antikorper gegen Viren gefunden wurden, die entsprechenden 
Einzelspenden vereinigt und weiter verwendet. Diejenigen 
Einzelspenden, von denen keine Antikorper im Probenpool 
festgestellt worden sind, werden dann einer Weiterbehandlung 
zugefuhrt oder ausgeschieden, 

Weiters betrifft die vorliegende Erfindung das im Rahmen des 
erf indungsgemaBen Verfahrens hergestellte qualitatsgesicherte 
Ausgangsmaterial bzw. Zwischenprodukt , insbesondere Plasmapool, 
sowie das qualitatsgesicherte fertige Plasmaderivat , welches 
vorzugsweise nochmals auf virale Genomaquivalente bzw. Anwesenheit 
von virusneutralisierenden Antikorpern untersucht worden ist. 

Die vorliegende Erfindung umfaSt auch ein Arzneimittel , welches 
aus einem qualitatsgesicherten fertigen Plasmaderivat aus 
menschlichem Plasma durch pharmazeutische Formulierungsschritte 
erhaltlich ist, 

GemaB einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung ein 
Verfahren zur Herstellung von Arzneimitteln enthaltend ein oder 
mehrere Plasmaderivate, die frei von verschiedenen 
vermehrungsf ahigen haematogenen Viren sind, welches durch die 
folgenden Verf ahrensschritte gekennzeichnet ist: 

Bereitstellen eines Ausgangsmaterials oder eines bei der Her- 
stellung der Plasmaderivate anfallenden Zwischenprodukts 
abgeleitet von menschlichem Plasma, 

Qualitatssichern des Ausgangsmaterials oder Zwischenprodukts 
durch Nachweis der nicht vorhandenen bzw. einer einen 
bestimmten Grenzwert nicht uberschreitenden Virusbelastung an 
vermehrungsf ahigen haematogenen Viren, wobei 
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vermehrungsf ahige haematogene Viren durch einen UberschuB 
von virusneu-tralisierenden Antrikorpern im Ausgangsma- 
terial Oder Zwischenprodukt Oder durch eine protektive 
Immunitrat: beim Plasmaspender zum Zeitpunkt: der 
Plasmaspende festgestellt wird, 

anderenfalls die Bestimmung der GenomM-quivalente der 
jeweiligen interessierenden Viren im Ausgangsmaterial 
Oder Zwischenprodukt erfolgt, 

- Unterziehen des solcherart qualitatsgesicher-ten Ausgangsmate- 
rials Oder Zwisctienprodukts bis zu seiner Fertigstellung 
mindestens noch einem wesentzlichen Virusabreicherungs- bzw. 
Virusinaktivierungsschritt und 

- Aufarbeiten des erhaltenen qualitSt:sgesichert:en fertigen 
Plasmaderivats mit an sich bekannten Methoden zu einem 
Arzneimittel . 

Bei einem bevorzugten Verfahren zur Herstellung von Arzneimitr-teln 
aus menschlichem Plasma wird mindestens noch von einem Zwischen- 
produkt im Laufe des Herstellungsverf ahrens ein Qualitatssiche- 
rungsschr itt angewendet . 

GemaB einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird der Quali-fcatssiche- 
rungsschritt: im Zwischenprodukt, welches einem wesentlichen 
Virusabreicherungs- bzw. Virusinaktivierungsschritt unterzogen 
wird, durchgef uhrt . Am meisten bevorzugt ist die Qualitats- 
sicherung von Jedem Zwischenprodukt, welches einem wesentlichen 
Virusabreicherungs- bzw • Virusinaktivierungsschritt unterzogen 
werden soli. 

Die Erfindung wird durch die nachf olgenden Beispiele, auf die sie 
Jedoch nicht beschrankt sein soli, erlautert. 

Beispiele : 

1. Allgemeines Prinzip der PGR 



BM'-r-OCID -'WO 9635437A1 > 



w o 96/35437 PCT AT96/00089 

- 27 - 

1.1. Allgemeines Prinzip der DTS-PCR ( Dual -Targeting-Sou-thezm- 
Blot;) 

Nukleinsauren werden mittels eines ersten spezifischen Primer- 
Paares mit PGR amplif iziert, die PCR-Produkte anschlieBend auf 
einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrermt und auf einen Fil- 
ter geblottet. Die f iltergebundenen PCR-Produkte werden mit einer 
Digoxigenin ( DIG ) -markierten Sonde, die innerhalb der amplifizier- 
ten Genomsequenz bindet, hybridisiert und nach einer Entwicklungs- 
reaktion nachgewiesen. Die BandenintensitSt wird quantitativ 
densitometrisch bestimmt. In einer weiteren PGR wird unter 
Verwendung eines zweiten, vom ersten Primer verschiedenen, Primer- 
Paares die Nukleinsaure amplifiziert und ebenfalls uber Southern- 
Blot-Analyse detektiert, Durch die PGR zweier verschiedener Regio- 
nen einer Genomsequenz und deren Sichtbarniachung mittels 
Hybridisierung konnen falsch negative Ergebnisse reduziert und po- 
sitive Resultate verifiziert werden. 

1.2. Allgemeines Prinzip der LIF-PCR ( Laser-induzierten Fluores- 
zenz -markierten ) 

Nukleinsauren unterschiedlicher Herkunft wurden mittels PGR unter 
Verwendung von Primern, welche f luoreszierende Gruppen haben, am- 
plifiziert. Die Analyse und Quantif izierung der erhaltenen ampli- 
fizierten Produkte wurden mit Hilfe eines automatischen DNA-Se- 
quenzierers mit laserinduzierter Fluoreszenz-MeSeinrichtung ( DNA- 
Sequenzierer 373A mit Gene Scan®-Sof tware von Applied Biosystems) 
ausgefiihrt. Dieses Instrument ist in der Lage, die Fluoreszenz- 
markierten PCR-Produkte mittels einer Gelelektrophorese in einem 
Polyacrylamidgel unter denaturierenden Bedingungen der GroBe nach 
auf zutrennen, und deren Menge quantitativ zu bestimmen. Die Kopi- 
enzahl bestimmter Sequenzen in der Probe wird auf Grundlage der 
erhaltenen Intensitaten der PCR-Produkte von zu quantif izierender 
Nukleinsaure und mindestens zwei internen Standards bestimmt. 

1.2.1. Extraktion der DNA viraler Partikel 

500 [il der Probe werden fur 20 min bei 70000 rpm in einer Ultra- 
zentrifuge zentri f ugiert . Das Pellet wird in 500 pil 10 mM Tris/HCl 
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PH 8,0 und 10 m Proteinase K (Boehringer Mannheim, 20 mg/ml ) , so- 
wie 10 jxl 20% SDS aufgelost. Nach Inkubation uber Nacht bei 37 
Oder fur- 4 h bei 56 »C wird eine bestimmte Menge an Standard-Nukle- 
insaure zugesetzt, die Probe nacheinander mit Phenol und Chloro- 
form extrahiert und 10 ^ Glykogen (Boehringer Mannheim, 20 mg/ml) 
zugesetzt. Anschliefiend wird mit Ethanol prazipitiert, zentrifu- 
giert, das Pellet gewaschen und schlieSlich in Wasser wieder ge- 
lost . 

1.2-2. Extraktion viraler Rest-DNa 

500 Hi der Probe werden in 5 fxl lOmM Tris/HCl pH 8,0 und 10 ^1 
Proteinase K (20 mg/ml) aufgelost. Nach Inkubation iiber Nacht bei 
37 «C Oder fur 4 h bei 56«C wird eine bestimmte Menge an Standard- 
Nukleinsaure zugesetzt, die Probe nacheinander mit Phenol und 
Chloroform extrahiert und 10 fxl Glykogen (20 mg/ml) zugesetzt. An- 
schlieBend wird mit Ethanol prazipitiert , zentrif ugiert , das Pel- 
let gewaschen und schliefilich in Wasser wieder gelost. 

1.2.3. Extraktion der RNA fiir die PGR 

1 ml Plasma bzw. mit PBS verdunntes Plasma wird bei 70000 rpm 20 
min zentrif ugiert. Der Oberstand wurde durch Absaugen entfernt. 
Das Pellet wurde in 1 ml Guanidiumisothiocyanat-Losung (RNAzol*^ 
der Firma Biotex) aufgenommen und 5 fxl 1 mg/ml t-RNA aus Hefe und 
eine vorbestimmte Menge, z.B. 20 ml, Standard-RNA zugegeben. Es 
werden eine vorbestimmte Anzahl, z.B. 400 und 1200 Kopien, des 
Minus- und des Plus-RNA-Standards zugegeben und gevortext' Die Lo- 
sung wird 10 min bei ICC erhitzt, dann 1/10 Volumen Chloroform 
zugegeben und fur 10 min auf Eis inkubiert. Dann wird fiir 5 min in 
einer Tischzentrif uge zentrif ugiert und der tiberstand in neue 
Rohrchen transf eriert . 500 m Isopropanol werden zugegeben und 15 
min auf -80°C gestellt. Anschliefiend wird 10 min zentrif ugiert , 2x 
mit 70% Ethanol gewaschen und das Pellet in 50 fxl Wasser aufgenom- 
men. Fur die RT-PCR wurden 5 ill eingesetzt. 

1.2.4. PGR fur den Nachweis von DNA 

Der PCR-Ansatz enthalt in bekannter Weise ein Aliquot der extra- 
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hierten Nukleinsaure , PCR-Puffer ( Boehringer Mannheim), MgCl ^ , 
dNTPs, Primer, Taq-Polymerase (Boehringer Mannheim, 5,0 E/^il ) und 
Wasser. Die PGR wird gemaB den Angaben des Herstellers von Puffer 
und Enzym bzw. gemaB ublicher Arbeitsvorschri f ten (Mullis et: al , 
Methods in Enzymology 155: 335, 1987) durchgef uhrt . 

1.2.5- RT-PCR fur den Nachweis von HIV-RNA 

Der RT-PCR Ansatz enthalt in bekannter Weise ein Aliquot der ex- 
trahierten Nukleinsaure in RT-Puffer von Perkin-Elmer , MgCl^, 
dNTPs, den RT-Primer und rT . th . -Polymerase ( Perkin-Elmer , 2,5 
E/(il) und Wasser, Die RT wird gemSB den Angaben des Herstellers 
von Puffer und Enzym bzw. gemaB ublicher Arbeitsvorschrif ten 
(Mullis et al. Methods in Enzymology 155: 335, 1987) in einer PCR- 
Apparatur (GeneAmp PGR System 9 600 der Firma Perkin-Elmer) durch- 
gef uhrt . 

Fur die PGR werden noch MgGl ^ , ein Chelatpuffer und der zweite 
Primer zugegeben. Dann wird die PGR nach den oben beschriebenen 
Angaben durchgef uhrt , 

1.2.6. Analyse der Produkte 

Fur die Bestimmung und Quantif izierung der PCR-Produkte werden der 
PCR-Losung 0,5 bis 1,0 [xl entnommen und in einem 373 A Instrument 
der Firma Applied Biosystems gemaB den Angaben des Herstellers 
analysiert . 

1.3, Southern blotting und Detektion der DTS-PCR-Produkte 

Agarosegele wurden flir die gelelektrophoretische Auftrennung der 
PCR-Produkte mit einer fur das jeweilige Produkt bestimmten Kon- 
zentration hergestellt. Der Gellauf erfolgte in Ix Elektrophorese- 
laufpuffer. Die PCR-Produktproben wurden mit Ficoll/Bromphenolblau 
in 0,5 X Laufpuffer versetzt und die vorbereiteten Geltaschen be- 
laden. Nach dem Gellauf wurden die PCR-Produkte durch Inkubation 
des Gels in 0,5 M NaOH/l,5M NaCl 1 h denaturiert und anschlieBend 
neutralisiert . Die DNA wurde auf Filter (Duralon'\ Stratagene, La 
Jolla, Calif ornien) transferiert und die Nukleinsaure wurde mit- 
tels UV-cross linking an die Membran gebunden . Die Membran wurde 
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1 h bei 68"C in Prahybridisierungspuf f er (6 x SSC, 0,5% SDS 5 x 
Denhardts, 100 ^g/.l denat:urie.t:e DNA ) in,.ubiert. Die Hyb.idisle- 
rung erfolgt:e mit: einer Dioxigenin-markierten DNA-Sonde und an- 
sohlieeender Sichtbar.achung der Banden durch I.munf Srbung n,i1:tels 
alkalxsche Phosphatase-konjugierter Antikorper, Nitro-Blue- 
Tetrazolium (NBT) und 5-B.omo-l-chlor-3-indolphospha1: (BCIP). Die 
Auswertung der Blots erfolgte densitometrisch. 

1.4. Verwende-te Primer 

Fur die LIF-PCR verwendeten Pri.er sind in Tabelle 1.1. und Tab. 
1.2. zusammengef aSt; . 

T.^.T "7 P-^"--- --<3 fUr HIV : SK38. SK 39 

ConAl, Co„aA2 und ConA (erhaitllch von Chi.on) und f<ir HBV: HBVla 
und HBVlb <Ka„e.o e. =1. 1989), .o„ie „BV4a und „BV4b (Ca^an et 

Tabelle 1: Verwendete Pri„er und Standardplasmide far die I.IF-PCR 
und DTS-PCR Tabelle 1 



BNSDOCID <WO 963543 ^Al> 



wo 96/35437 PCT/AT96 00089 



Tab. 1.1. Primer fur die Ampl i f ikat ion und Derektiion in der LIF- 
PCR 



Oligonukleotid-Bezeictinung 
Orientierung 


1 Sequenz (5'-3') 


Virus 


Position 


SK38 (+) 


1 ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAAT 


HIV-1 


1551-1578" 


SK39 (-) 


III! GGTCCTTGTCTTATGTCCAGAATGC 


HIV-1 


1665-1638" 


HCV32 


1 CTGTGAGGAACTACTGTCTT 


HCV 


45-64*= 


HCVPT4 


jcGGTTCCGCAGACCACCTATG 


HCV 


158-139= 


+1780B 


1 CATTGATCCTTATAAAGAA 1 1 1 GGAGC 


HBV 


1780-1806*^ 


-1950B 


1 CCAGCAGAGAATTGCTTGCCTGAG 


HBV 


1973-1950 



^ Numenerung nach Ratner et al. (Nature 313: 277-284, 1985) 
^ Numenerung nach Han et al . (PN AS 88: 1 711 -1 71 5, 1 991 ) 
Numenerung nach Fujiyama et aL (Nucleic Acids Res. 11: 4601-4610. 1983) 
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Tab. 1.2. Stzandardplasmide fur die LIF-PCR 



PCT/AT96/00089 



Bezetchnung 


Deletion/Insertion 


Vinis 


pgagi 




HIV-1 


pgag -15 


del. 1593-1607" 


HJV-1 


pgag +12 


ins. +12bp Pos.1593'' 


HIV-1 


pHCV-wt 




HCV 


pHCV -7bp 


del. 126-135*' 


HCV 


pHCV +8bp 


ins. + 8bp Pos. 126" 


HCV 


pHBV-wt 




HBV 


pHBV -9bp 


del. 1868-1876"^ 


HBV 


pHBV +12bp 


ins. +12 Pos.1868"^ 


HBV 



* Numerierung nach Ratner et al. (Nature 313: 277-284. 1985) 
' NumerienjngnachHanetaJ.(PNAS88: 1711-1715. 1991) 

* Numerierung nach Fujiyama et al. (Nudeic Adds Res. 11: -4601-4610, 1983) 



Beispiel 2: 

2.1. Quant ifizierung von HIV RNA in Plasmaproben von Spendem 
durch LIF-PCR und DTS-PCR 

Von HlV-seronegativen, gesunden Probanden und HIV-seronegativen, 
p24-Antigen-positiven primar-inf izierten Probanden wurde eine 
Plasmaspende genommen. Plasmaproben der Spender wurden mittels 
LIF-PCR und DTS-PCR getestet. Die Probentestung mittels DTS-PCR 
erfolgte mit den Primerpaaren SK145/431 ( Primerpaar 1) und SK38/39 
(Primerpaar 2) (Tab. 1.1); Proben mit positiven Hybridisierungssi- 
gnalen wurden mit der LIF-PCR weitergetestet . Fur die Quantifizie- 
rung mittels LIF-PCR wurden die Primer SK38 und SK39 (Tab. 1.1.) 
verwendet, welche in den cDNA-Sequenzen des HIV-1 binden und durch 
RT-PCR von der Wildtyp-RNA ein 115 bp groBes PCR-Produkt ergeben. 
Als Standardplasmide wurden pgagl, pgag -15 und pgag +12 (Tab. 
1.2.) eingesetzt, die RT-PCR-Produkte der Lange von 115 bp 
(oaaql). 100 bp (pgag- 15) und 127 bp (pgag+12) ergeben. Die Stan- 
dardplasmide wurden mit der Probe koamplif iziert und auf dem Gene 
Scan"" koanalysiert und die Kopienzahl/ml ermittelt. Die Resultate 
der quant itativen Auswertung sind in Tabelle 2 zusammengef aBt . 
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TaJDeile 2 



Pjcohsancien. 


LIF-PCR 
Kopien/ml 


DTS-PCR 
PCR/Piriiaerpaar 1 
HybridLia ie JTLmg-s - 
signal 


PCR/PjriinG3rpaa.r: 2 
H yb j: X cLi 3 i e run g- 3 — 
signaJL 


HIV-5ero-/p24 positiv #1 


3,4 X 10* 


+ 


+ 


HIV-sero-/p24 positiv #2 


2,8 X 10* 




+ 


HIV-sero-/p24 positiv *i3 


2,7 X 10* 


+ 


+ 


HIV-sero-/p24 positiv i±4 


1,7 X 10' 


+ 


+ 


HIV-sero-/p24 positiv 


5,5 X 10* 






HTV-sero-/o24 oositiv ^6 


8, 6 X 10* 






HIV-sero-/p24 positiv ^^7 


2,3 X lO' 


+ 




HIV-sero-/p24 positiv ^^8 


4,7 X 10* 


+ 





Die minimaie Belastung bei HlV-seronegativen, p24 Antigen positi- 
ven Plasmaspendern wurde mit 2,8 x 10^ und die maximale mit 2,3 x 
10'' Kopien/ml ermiftelt: . 

2.2. Quantif izierung von HCV RNA in Plasraaproben von Spendem 
durch LIF-PCR und DTS-PCR 

Von HCV-seronegativen, gesunden Probanden und HCV-primSr-inf izier- 
ten Probanden wurde eine Plasmaspende genommen- Plasmaproben der 
Spender wurden mittels LIF-PCR und DTS-PCR getestet. Die Proben- 
testung mittels DTS-PCR erfolgte mit; den Primerpaaren 32/R3 (Pri- 
merpaar 1) und CHAA/Rl ( Primerpaar 2) (Chiron); Proben mit positi- 
ven Hybridisierungssignalen wurden mit der LIF-PCR weitergetestet , 
Fur die Quantif izierung mittels LIF-PCR wurden die Primer HCV32 
und HCVPT4 (Tab. 1.1.) verwendet, welche in den cDNA-Sequenzen des 
HCV binden und durch RT-PCR von der Wildtyp-RNA ein 114 bp groBes 
Produkt ergeben. Als Standardplasmide wurden pHCVwt, pHCV-7 und 
pHCV+8 (Tab. 1.2.) eingesetzt, die RT-PCR-Produkte der Lange von 
114 bp (pHCVwt), 107 bp (pHCV-7) und 122 bp ( pHCV+8 ) ergeben. Die 
Standardplasmide wurden mit der Probe koamplif iziert und auf dem 
Gene Scan" koanalysiert und die Kopienzahl/ml ermittelt. Die 
Resultate der quanti tativen Auswertung sind in Tabelle 3 zusammen- 
gefaBt . 
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Tabelle 3 


PCT/AT96/00089 


Probanden 


LIF-PCR 
Kopien/ml 


DTS-PCR 
PCR/Primerpa.a.r 1 
Hyb ridi- 3 ie arungis — 
signal 


PCBy Prinverpaair 2 
Hyb ri <di 3 i. e Tung's — 
signal 


HCV-sero-Zft 1 


1,3 X 10^ 


+ 


+ 


HCV-sero-/# 2 


3,8 X 10^ 


+ 


+ 


HCV-sero-/# 3 


1,6 X 10* 


+ 


+ 


HCV-sero-/# 4 


2,2 X 10* 


+ 


+ 


HCV-sero-/# 5 


8,2 X IC^ 


+ 




HCV-sei:o-/# 6 


6,2 X 10- 


+ 




HCV-sero-/S 1 


9,4 X 10* 


+ 




iHCV-sero+Zft 8 


2,3 xlO^ 




. + 



Die minimale Belastung bei HCV-seronegativen, primarlnf izierten 
Plasmaspendern wurde mit: 2^2 x 10^ Kopien/ml und die maximale mit 
1,6 X 10^ Kopien/ml ermi-ftelt: . 

2.3. Quan-txf izieriing von HBV DNA in Plasmaproben von Spendern 
durch LIF-PCR und DTS-PCR 

Von HBV-seronegat:iven, gesunden Probanden und primar-inf izierten, 
HBsAg-positiven, anti-HBsAg-seronegativen und HBsAg-positiven, 
ant:i-HBsAg-seroposit:iven Probanden wurde eine Plasmaspende genom- 
men. Plasmaproben der Spender wurden mittels LIF-PCR und DTS-PCR 
ge-testet;. Die Probentestung mittels DTS-PCR erfolgtre mit den Pri- 
merpaaren HBVla/HBVlb ( Primerpaar 1) und HBV4a/HBV4b ( Primerpaar 
2) (Carman et al . 1989); Proben mit positiven Hybridisierungssi- 
gnalen wurden mit der LIF-PCR weitergetestet . Fur die Quantifizie- 
rung mittels LIF-PCR wurden die Primer HBV+1780B und HBV-1950B 
(Tab, 1.1.) verwendet, welche in den cDNA-Sequenzen des HBV-Genoms 
binden und durch RT-PCR von der Wildtyp-RNA ein 182 bp grofies PCR- 
Produkt ergeben. Als Standardplasmide wurden pHBVwt, pHBV-9 und 
pHBV+12 (Tab. 1.2.) eingesetzt, die RT-PCR-Produkte der Lange von 
182 bp (pHBVwt), 173 bp ( pHBV-9 ) und 194 bp (pHCV+12) ergeben. Die 
Standardplasmide wurden mit der Probe koamplif iziert und auf dem 
Gene Scan^ koanalysiert und die Kopienzahl/ml ermittelt. Die 
Resultate der quantitativen Auswertung sind in Tabelle 4 zusam- 
mengef a8t . 
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TaJDelie 4 



Probanden 


LIF-PCR 
Kopien/ml 


DTS-PCR 
PCR/Primerpaax 1 
Hybridj^a ie nmgs ~ 
signaX 


PCR/Pri-rQearpaa.r 2 

V ^ *^ A* \m i «^ 

signaJL 


HBV-sero-/HBsAg positiv #1 


1,4 X 10^ 






HBV-sero-/HBsAg positiv UZ 


2,8 X 10- 


+ 




KBV-sero-/HBsAg positiv #3 


3,5 X 10^ 






HBV-sero-/HBsAg positiv #4 


1,3 X 10" 


+ 


+ 


HBV-sero-/HBsAg positiv #5 


1,9 X lO'" 


+ 




HBV-sero-/HBsAg positiv #6 


2,3 X 10^ 


+ 




HBV-sero + /HBsAg positiv #7 


5,6 X 10' 







Die minimale Belastung bei HBV-seronega-tiven primarinf izierten 
Plasmaspendern wurde mit 1,4 x 10^ Kopien/ml und die maximale mit 
1,3 X 10^ Kopien/ml ermittielt:. 

Beispiel 3: 

3.1. Testen von Plasmapools verschiedener GroBe auf HIV-1 RNA 

Plasmaproben von 10, 50, 100, 500, 1000 und 2000 HlV-seronega- 
"tiven, p24 Antigen-negativen, gesunden Einzelspendern wurden zu 
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einem Probenpool gemischl:. Die einzelnen PoolgroBen warden mit je 
einer Plasmaprobe eines HIV-Primairinf izierten mit einer nach Bei- 
spiel 1 ermi1:t:elten hohen Belastung von 2,3 x 10^ Kopien/ml (Probe 
1), eines HIV-Primarinf izierten mil: einer nach Beispiel 1 ermil:- 
telten minimalen Belastung von 2,8 x 10^ Kopien/ml (Probe 2) und 
als Kontrolle mit: einer definierten Praparation von HIV RNA mit 1 
X 10"* Kopien/ml (Probe 3) und 1 x 10^ Kopien/ml (Probe 4) ge- 
mischt. Fur die jeweilige PoolgroBe wurde mittels LIF-PCR die 
quan-tif izierbar-e virale Kopienzahl/ml ermittelt. Die Ergebnisse 
der PCR-Auswertung sind in Tabelle 5*1. zusammengef aBt . 

Ergebnis : 

Tabelle 5.1. zeigt, daB in einem Plasmapool aus 10, 50, 100 und 
500 Einzelspenden sowohl eine virale Kont:aminat:ion mit einer 
primarinf izierten ant:i-HIV-seronega1:iven, p24-Antigen-posit:iven 
Einzelspende mit einer hohen (2,3 x 10^ Kopien/ml) als auch mit 
einer minimalen (3,8 x 10^ Kopien/ml) Belastung mittels PGR nach- 
gewiesen werden kann. Bei einem Probenpool von 1000 und 2000 Ein- 
zelspendern konnte eine Kontamination, verursacht durch eine hoch 
HIV-RNA belastete Spende, ebenfalls detektiert werden; hingegen 
konnte eine Kontamination mit einer minimal belasteten Spende in 
diesen PoolgroBen nicht mehr detektiert werden. Bei einer HIV-RNA 
Belastung, verursacht durch eine Kontamination mit 1 x lO"* Ko- 
pien/ml in der Einzelspende war ein Nachweis bis zur einer Pool- 
GroBe von 10 Einzelspenden moglich. Eine Detektion von viralen 
Genomsequenzen bei einer Kontamination von 1 x 10^ Kopien/ml in 
der Einzelspende war in keiner der getesteten PoolgroBen moglich. 
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Tabelle 5.1. Quant:if izierung von HIV-RNA mit:1:els L.IF-PCR in 
verschiedenen PoolgroGen 
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3.2. Erhohung der Sensi-tivitat durch Probenkonzentr ierung 

Urn die Sensitivitat in den PoolgroBen, bei denen keine HIV-RNA- 
Kopien nachgewiesen werden konnten zu steigern, wurden fur die 
PCR-Reaktion lOfach konzentrierte Proben der gepoolten Plasmen 
eingesetzt. Dazu wurde jeweils das lOfache Volumen des in Beispiel 
3.1. eingesetzten Probenvolumens der Proben 2, 3 und 4 der einzel- 
nen Plasmapools durch Zentrif ugation konzentriert, in Puffer mit 
1/10 des Ausgangsvolumens resuspendiert und fiir die PCR-Reaktion 
eingesetzt. Die Ergebnisse der PCR-Auswertung sind in Tabelle 5.2. 
zusammengef aBt . 

Durch die lOfache Konzentrierung des Ausgangsprobenvolumens fur 
die PGR konnte die Minimal-Belastung eines Pools von 2000 Einzel- 
spendern mit einer primar-HIV infizierten Spende (2,8 x 10 ^ Ko- 
pien/ml) detektiert werden. Ebenfalls konnte die Sensitivitat des 
Nachweises bei Plasmapools von 50 und 100 Einzelspendern mit einer 
viralen Kontamination von 1 x 10" Kopien/ml in einer Einzelspende 
gesteigert werden. Eine virale Kontamination mit 1 x 10^ Kopien/ml 
in einer Einzelspende konnte lediglich in der kleinsten PoolgroBe 
von 10 Einzelspendern nachgewiesen werden. 

In einem weiteren Versuch wurde, um den Nachweis von viralen Geno- 
men in der nSchsthoheren PoolgroBe zu verbessern, das 100 f ache des 
in Beispiel 3.1. verwendeten Ausgangsvolumens der Proben 3 und 4 
konzentriert, in Puffer mit 1/100 des Ausgangsvolumens resuspen- 
diert und fur die PGR eingesetzt. Die Ergebnisse der PGR- 
Auswertung sind in Tabelle 5.3. zusammengef aBt . 

Durch die lOOfache Auf konzentrierung der Plasmaprobe konnte in 
einem Plasmapool der GroBe 500, 1000 und 2000 Einzelspendern noch 
eine virale HIV-Genom-Belastung von 1 x 10" Kopien/ml in einer 
Einzelspende nachgewiesen werden. 
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Beispiel 4: 

4.1. Tes-ten von Plasmapools verschiedener- GroBe auf HCV RNA 

Plasmaproben von 10, 50, 100, 500 und lOOOHCV-seronegatlven, ge- 
sunden Einzelspendern wurden zu einem Probenpool gemischt- Die 
einzelnen PoolgroBen wurden mit je einer Probe aus einer Plasma- 
spende eines HCV-Primarinf izierten mit einer nach Beispiel 1 er- 
mittelten hohen Belastung von 1,6 x 10^ Kopien/ml (Probe 1), eines 
Primarinf izier-ten mit einer nach Beispiel 1 ermittelten minimalen 
Belastung von 2,2 x 10^ Kopien/ml (Probe 2) und als Kontrollen mit 
einer definierten Praparation von HCV mit 1 x 10^ Kopien/ml (Probe 
3) und 5 X 10 2 Kopien/ml (Probe 4) gemischt. Mittels PGR wurde die 
in der jeweiligen PoolgroBe quantif izierbare Kopienzahl/ml ermit- 
telt. Die Ergebnisse der PCR-Auswertung sind in Tabelle 6.1. zu- 
sammengef a6t , 

Ergebnis : 

Tabelle 6.1. zeigt, daB in einem Plasma-Pool bestehend aus 10, 50, 
ICQ, 500 und 1000 Einzelspenden eine virale Kontamination mit 
einer primarinf izierten Spende mit einer hohen Belastung von 1,6 x 
10® Kopien/ml nachgewiesen werden kann. Bei den PoolgroBen von 
100, 500 und 1000 Einzelspendern konnte HCV-RNA, verursacht durch 
eine einzelne, minimal belastete Spende (2,2 x 10 Kopien/ml), 
nicht mehr nachgewiesen werden. Eine Detektion von HCV-Genomaqui- 
valenten ist bei einer Belastung von 2,2 x 10^ Kopien/ml in einer 
Einzelspende bis zu einer PoolgroBe von 10 und 50 Spendern 
moglich. Viralen Genomaqui-valentbelastungen mit geringerer HCV- 
Kopienzahl von etwa 1 x 10^ bzw. 5 x 10^ Kopien/ml in einer 
Einzelspende konnten in keiner der getesteten PoolgroBen 
detektiert werden . 



BNSOOCID- <WO o63S437Ai> 



wo 96/35437 PCT/AT96/00089 

- 41 - 

Tabelle 6.1. Quantif izieirung von HCV-RNA mittzels LIF-PCR in ver- 
schiedenen Poolgironen 
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4.2. Eirhohung der Sensitivi-tat: durch Probenkonzen-tirieirxmg 

Urn die Sensitive tat in den PoolgroBen, bei denen keine HCV-RNA- 
Kopien nachgewiesen werden konnten zu steigern, wurden fur die 
PCR-Reaktion lOfach konzentrierte Proben der gepoolten Plasmen 
eingesetzt. Dazu wurde jeweils das lOfache Volumen des in Beispiel 
eingesetzten Probenvolumens der Proben 2, 3 und 4 der einzel- 
nen Plasmapools durch Zentrif ugation konzentriert , in Puffer mit 
1/10 des Ausgangsvolumens resuspendiert und fur die PCR-Reaktion 
eingesetzt. Die Ergebnisse der PCR-Auswertung sind in Tabelle 6.2. 
zusammengef aBt , 

Durch die lOfache Konzentrierung des Ausgangsprobenvolumens fur 
die PGR konnte die Minimal-Belastung eines Pools von 10, 50, und 
500 Einzelspendern mit einer primar-HCV infizierten Spende (2,2 x 
10^ Kopien/ml) detektiert werden. Ebenfalls konnte die Sensitivi- 
tat des Nachweises einer viralen Kontamination mit 1 x 10^ bzw, 5 
X 10^ Kopien/ml in einer Einzelspende bei Plasmapools von 10 
Einzelspendern erhoht werden. 

In einem weiteren Versuch wurde, um den Nachweis von viralen 
Genomen in der nachsthoheren Poolgr5Be zu steigern, das lOOfache 
des in Beispiel 4.1. verwendeten Ausgangsvolumens von Probe 3 und 
4 konzentriert, in Puffer mit 1/100 des Ausgangsvolumens 
resuspendiert und fur die PGR eingesetzt. Die Ergebnisse der PCR- 
Auswertung sind in Tabelle 6.3. zusammengef a6t . 

Durch die lOOfache Auf konzentrierung der Plasmaprobe konnte in 
einem Plasmapool der GroBe von 100 Einzelspendern noch eine virale 
HCV-Genom-Belastung mit 1 x 10^ und 5 x 10^ Kopien/ml in einer 
Einzelspende nachgewiesen werden. 
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Tabelle 6.2. Quanti f izierung von HCV-RNA raiirtels LIF-PCR in ver- 
schiedenen PoolgiroBen nach lOfacher Konzen-trierting 



Probe 


Plasmapool von 
10 

Einzelspendern 
Kopien/ml 


Plasmapool von 
50 

Einzelspcnder-n 
Kopien/ml 


Plasmapool von 
100 

Einrelspendem 
Kopien/ml 


Plasmapool von 
500 

Einzelspendem 
Kopien/ml 


Probe 2 
(2,2 xlO*) 


2,0 X 10" 


4,1 X lO' 


2,1 X lO' 


4,0 X 10^ 


Probe 3 
(1 X 10^) 


9,5 X 10^ 


n .d . 


n.d. 


n.d. 


Probe 4 
(5 X 10^) 


4,8 xlO" 


n . d . 


n.d. 


n.d. 



Tabelle 6.3. Quanti fiziemang von HCV-RNA mittels LIF-PCR in ver- 
schiedenen PoolgroBen nach lOOfachei: Konzentirieinmg 



Probe 


Plasmapool von 
100 

Einzelspendem 
Kopien/ml 


Plasmapool von 
500 

Einzelspendem 
Kopien/ml 


Plasmapool von 
1000 

Einzelspendem 
Kopien/ml 


Plasmapool von 
2000 

Einzelspendem 
Kopien/ml 


Probe 3 
(1 X lO') 


9,5 X 10^ 


n.d. 


n.d. 


n.d. 


Probe 4 
(5 X 10^) 


4,7 X 10" 


n.d. 


n.d. 


n.d. 
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Bexspiel 5 : 

5.1- Testen von Plasmapools verschiedener GroBe auf HBV DNA 

Plasmaproben von 10, 50, 100, 500, 1000 und 2000 HBV-seronegati- 
ven, gesunden Einzelspendem wurden zu einem Probenpool gemischt:. 
Der Pool wurde mil: je einer Probe aus einer Plasmaspende eines 
HBV-Primarinf izierten mit einer nach Beispiel 1 ermittelten hohen 
Belas-tung von 1,3 x 10^ Kopien/ml (Probe 1), eines PrimSrinf izier- 
-ten mit einer nach Beispiel 1 ermittelten minimalen Belastung von 
1,4 X 10 Kopien/ml (Probe 2) und als Kontrolle mit einer defi- 
nier-ten Praparation von HBV mit 5 x 10^ Kopien/ml (Probe 3) und 
1 X 10^ Kopien/ml (Probe 4) gemischi:. Mittels PGR wurde die in der 
jeweiligen Poolgr5Be quan-tif izierbare Kopienzahl/ml bestimmt. Die 
Ergebnisse der PCR-Auswertung sind in Tabelle 7.1. zusammengef aBt . 

Tabelle 7.1. zeigt:, daB in einem Plasma-Probenpool aus 10, 50, 
100, 500, 1000 und 2000 Einzelspenden eine virale Kontamination 
mit einer HBV-primSrinf izierten Spende mit einer hohen Genom-Be- 
lastung nachgewiesen werden kann, Bei den PoolgroBen von 500, 1000 
und 2000 Einzelspendem konnte HBV-DNA, verursacht durch eine ein- 
zelne, minimal belastete Spende (1,4 x 10^ Kopien/ml) nicht mehr 
nachgewiesen werden. Eine Detektion von HBV-Genomaquivalenten mit 
einer Belastung von 5 x 10^ Kopien/ml in einer Ei.nzelspende war 
lediglich in den PoolgroBen von 10 und 50 Spendern und mit einer 
Belastung von 1 x 10^ Kopien/ml in einer Einzelspende bis zur 
einer GroBe von 10 Spendern moglich. 
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Tabelle 7 . 1 . Quantif izieining von HBV-DNA mitr-tels LIF-PCR in ver- 
schiedenen PoolgroCen 
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5.2, Erhohung der Sensit:ivit;at: durch Probenkonzent:r-ieirung 

Urn die Sensiti vital: in den PoolgroBen, bei denen keine HBV-DNA- 
Kopien nachgewiesen werden konn-ten zu steigern, wurden fur die 
PCR-Reak1:ion lOfach konzentrier-te Proben der gepoolten Plasmen 
eingesetzzt:, Dazu vmrde jeweils das lOfache Volumen des in Beispiel 
5.1. eingeset:zt:en Probenvolumens der Probe 2, 3 und 4 der einzel- 
nen Plasmapools durch Zentrif ugation konzentzrierl:, in Puffer mit 
1/10 des Ausgangsvolumens resuspendiert und fur die PCR-Reaktion 
eingesetzt . Die Ergebnisse der PCR-Auswertung sind in Tabelle 7,2. 
zusammengef aBt . 

Durch die lOfache Konzentrierung des Ausgangsprobenvolumens fiir 
die PGR konnt;e die Minimal-Belastung eines Pools von 500 Einzel- 
spendern mit einer primar-HBV infizierten Spende mit 1,4 x 10"* Ko- 
pien/ml detektiert werden. Ebenfalls konnte die SensitivitSt des 
Nachweises einer viralen Kontamination einer Einzelspende von 5 x 
10^ Kopien/ml bei Plasmapools von 100 und 500, und mit einer 
Kontamination einer Einspende von 1 x 10^ Kopien/ml bei einer 
PoolgroBe von 50 und 100 Einzelspendern erhoht werden. 

In einem weiteren Versuch wurde, um den Nachweis von viralen Geno- 
men in der nachsthoheren PoolgroBe zu steigern, das lOOfache des 
in Beispiel 5.1. verwendeten Ausgangsvolumens von Probe 3 und 4 
konzentriert , in Puffer mit 1/100 des Ausgangsvolumens 
resuspendiert und fiir die PGR eingesetzt (Tabelle 7.3. ). 

Ergebnis : 

Durch die lOOfache Auf konzentrierung der Plasmaprobe konnte in 
einem Plasmapool der GroBe von 500 und 1000 Einzelspendern noch 
eine virale HIV-Genom-Belastung einer Einzelspende von 1 x 10^ 
Kopien/ml nachgewiesen werden. 
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Beispiel 6 : 

Test:en von Plasmapools veirscliledeneir GiroBe auf HIV und HCV RNA 

Plasmaproben von 10, 50, 100, 500, 1000 und 2000 HIV-und HCV sero- 
negativen, gesunden Einzelspendern warden zu einem Plasma-Proben- 
pool gemischt. Die jeweilige PoolgrGBe wurde mil: je einer Probe 
aus einer Plasmaspende eines HlV-PrirnSrinf iziertren und eines HCV- 
Primarinf izierten mit: einer nach Beispiel 2.1 und 2.2. ermittrelten 
hohen Belastung von HIV mit 2,3 x 10^ Kopien/ml und von HCV mit 
1,6 X 10^ Kopien/ml (Probe 1), mit einer nach Beispiel 2,1. und 
2.2. ermittelten minimalen Belastung von HIV mit 2,8 x 10^ 
Kopien/ml und von HCV mit 2,2 x 10 Kopien/ml (Probe 2) und als 
Kontrolle mit einer definierten Preparation von HIV mit 1 x 10"* 
Kopien/ml und HCV mit 1 x 10^ Kopien/ml ( Probe 3) und einer Prepa- 
ration von HIV mit 1 x 10^ Kopien/ml und HCV mit 2 x 10^ Kopien/ml 
(Probe 4) gemischt. Die jeweilige Poolgr66en wurde mittels LIF-PCR 
unter Verwendung der fur HIV bzw. HCV spezifischen Primern auf die 
Anwesenheit von HIV bzw. HCV spezifischer Nukleins^ure getestet. 
HIV- und HCV-spezif ische Genomsequenzen konnten bei einer Kontami- 
nation mit einer Maximalbelastung von 2,3 x 10^ HIV-Kopien/ml und 
1,6 X 10^ HCV Kopien/ml durch eine Einzelspende bis zu einer Pool- 
groBe von 1000 Einzelspendern nachgewiesen werden. HIV-Genomaqui- 
valente wurden bei einer Kontamination mit einer gering belasteten 
Spende noch in einer PoolgroBe von 500 Einzelspenden gefunden wer- 
den, wogegen HCV-Genomaquivalente nur in einem Pool von 50 Einzel- 
spendern gefunden werden konnte. Die Sensitivitat fiir den Nachweis 
von HCV Genomsequenzen liegt damit in den getesten Pools um eine 
log-Stufe unterhalb der fur HIV-Genomsequenzen . 

7. Nachweis des neutralisierenden Effekts einer HAV-immunisierten 
Spende auf die HAV Virusbelastung in einem Pool 

Das neutralisierende Potential einer Plasmaspende eines HAV-immu- 
nisierten Spenders kann durch in vitro Neutralisationstests ge- 
zeigt werden . 

Zum Nachweis des neutralisierenden Effektes von HAV-Antikorpern 
auf im Plasma vorhandene Hepatitis A-Viren wurde ein Plasmapool 
von 100 praimmunisierten HAV-Spendern mit einer protektiven 
Immunitat getestet und der Pool mit HAV (Titer von 10^-^ 
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TCID^Q/ml) gemischt:, Nach einer Istundigen Inkubation bei 37°C 
wurde der HAV-Ti1:er bestimmt:, Durch die im Plasmapool vorhandenen 
HAV-Ant:ikorper konntre die HAV-Inf ektiositat um > 4.6 log-Stufen 
reduziert werden. Dadurch wird gezeigt, daB durch im Plasma von 
immunisierten Spendern vorhandene protektive Antzikbrper die 
Virusbelastrung in einem grttBeren Plasmapool neut:ralisier1: werden 
kann. 
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Pa-tentanspruche ; 

1 . Arzneimittel enthaltend ein oder mehrere Plasmaderxvate als 
Wirksubstanz oder Hllfsstoff , dadurch gekennzeichnet , daB das 
Ausgangsmaterial oder die bei der Herstellung der Plasmaderivate 
anfallenden Zwischenprodukte keine oder eine einen definxerten 
Grenzwert nicht: uberschreiliende Virusbelastung an einem oder 
mehreren vermehrungsf Shigen haematogenen Viren aufweist, 

wobei die nicht vorhandene Virusbelastung fur bestimmte 
vermehrungsf ahige haematogene Viren durch einen UberscbuS von 
virusneutralisierenden Antikorpern im Ausgangsmaterial oder 
Zwischenprodukt: oder durch eine protektive Immunital: beim 
Plasmaspender zum Zeitzpunkt der Plasmaspende f es-tgestellt: 
wird, 

anderenfalls die Bes-bimmung der Genomaquivalente der 
jeweiligen interessierenden Viren im Ausgangsmaterial oder im 
Zwischenprodukt durch ein quantif izierbares, kontrolliertes 
und nicht-inhibiertes Verfahren zum Nachweis bzw. zur 
Bestimmung von Nukleinsauren erfolgt, 

das solcherart qualitatsgesicherte Ausgangsmaterial bzw. Zwischen- 
produkt zur Herstellung des fertigen Plasmaderivats mindestens 
noch einem wesentlichen Virusabreicherungs- bzw. Virusinaktivie- 
rungsschritt unterzogen wird, und das qualitatsgesicherte fertige 
Plasmaderivat mit an sich bekannten Methoden zu einem Arzneimittel 
auf gearbeitet ist . 

2, Arzneimittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB fur 
mindestens zwei Viren keine Virusbelastung besteht bzw. der 
definierte Grenzwert der Virusbelastung nicht uberschritten wird, 
vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe HIV, HAV, HBV, und HCV, 
insbesondere HIV und HCV. 

3. Arzneimittel nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet , 
daB der definierte Grenzwert der nicht zu uberschreitenden Virus- 
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belastung des Ausgangsmaterials bzw, Zwischenproduktis an vermeh- 
rungsfahigen haematogenen Viren auf maximal 500 Genomaquivalente, 
insbesondere maximal 200 Genomaquivalente, bevorzugt 100 Genom- 
aquivalente, besonders bevorzugt 50 Genomaquivalente, pro ml 
Ausgangsmaterial bzw, Zwischenprodukt limitiert ist. 

4. Arzneimitrtel nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Virusinaktivierung bzw. Virusabreicherung 
mittrels mindestens eines Verfahrens mit einem Reduktionsf aktor von 
mindestens 4 bei der Herstellung des Arzneimittels aus dem 
qualitStrsgesichertren Ausgangsmaterial bzw. qualitatsgesicherten 
Zwischenprodukts , vorgenommen wird. 

5. QualitStsgesichertes Ausgangsmaterial fur ein Arzneimittel 
nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet , daB es 
ein qualitatsgesicherter Plasmapool ist, der gegebenenf alls durch 
Vermischen von qualitatsgesicherten Minipools^ die vorzugsweise 
aus etwa 200 Einzelspenden bestehen, zu einem qualitatsgesicherten 
Makropool, der vorzugsweise aus etwa 2000 Einzelspenden besteht, 
hergestellt ist . 

6* Qualitatsgesichertes Ausgangsmaterial nach Anspruch 5, dadurch 
gekennzeichnet, daS ein qualitatsgesicherter Makropool durch 
Vermischen mit einer Anzahl weiterer qualitatsgesicherter 
Makropools zu einem qualitatsgesicherten Multimakropool bis zu 
200.000 Einzelspenden vereinigt worden ist. 

7, Qualitatsgesichertes Ausgangsmaterial nach Anspruch 5 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet , daB qualitatsgesicherte Minipools durch 
Vermischen von qualitatsgesicherten Smallpools, die aus zwei bis 
etwa 20 Einzelspenden bestehen, gewonnen werden. 

8. Qualitatsgesichertes Ausgangsmaterial fur ein Arzneimittel 
nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet , daB die 
nicht vorhandene bzw. die einen definierten Grenzwert nicht 
iiberschreitende Virusbelastung durch 

die Bestimmung der Genomaquivalente samtlicher Viren der 
Gruppe HIV, HBV, HCV , Parvovirus und HAV, 
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die Bestimmung der Genomaquivalente samtlicher Viren der 
Gruppe HIV^ HBV, HCV und Parvovirus, sowie die Fest:st:ellung 
eines Uberschusses von HAV-Anlrikorpern, 

die Bestimmung der Genomaquivalente samtlicher Viren der 
Gruppe HIV, HBV und HCV, sowie die Fests-tellung eines 
Uberschusses von HAV- und Parvovirus- An trikorpern, 

die Bestimmung der Genomaquivalente samtlicher Viren der 
Gruppe HIV, HBV und HCV, sowie die Feststellung eines 
Uberschusses von HAV-Antikorpern, 

die Bestimmung der Genomaquivalente samtlicher Viren der 
Gruppe HIV, HBV und HCV, sowie die Feststellung eines 
Uberschusses von Parvovirus- Antikorpern, 

die Bestimmung der Genomaquivalente samtlicher Viren der 
Gruppe HIV, HBV und HCV, 

die Bestimmung der Genomaquivalente samtlicher Viren der 
Gruppe HIV und HCV, Oder 

die Bestimmung der Genomaquivalente samtlicher Viren der 
Gruppe HIV und HCV, sowie die Feststellung eines 
Uberschusses von HBV-Antikorpern, 

erf olgt . 

9 . Arzneimittel , die durch Formulierung aus zwei Oder mehreren 
f ertigen Plasmaderivaten gemaB Anspruch 1 hergestellt sind * 

10 . Verf ahren zur Herstellung eines Arzneimittels enthaltend ein 
Oder mehrere Plasmaderivate aus einem qualitatsgesicherten 
Ausgangsmaterial bzw. aus einem bei der Herstellung der 
Plasmaderivate anfallenden qualitatsgesicherten Zwischenprodukt , 
wobei das qualitatsgesicherte Ausgangsmaterial bzw. Zwischen- 
produkt keine oder eine einen definierten Grenzwert nicht uber- 
schreitende Virusbelastung an einem oder mehreren vermehrungs- 
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fahigen haematzogenen Viren aufweist, dadurch gekennzeichet , daB 
der definierte Grenzwert im Falle der Bestimmung der Genomaquiva- 
lente des jeweiligen Virus durch ein quantif izierbares , 
kontrolliertes und nichtr-inhibiertes Verfahren zum Nacbweis bzw. 
zur Bestimmung von Nukleinsauren ausgew^hlt: ist nach einem oder 
mehreren der folgenden Kriterien: 

Nachweisgrenze (des) der Nukleinsaure-Amplif izierungsverf ah- 
ren(s) von mindestens 10.000 Kopien ausgewShlten Nuklein- 
sauresequenzen ; 

bestimmte Anzahl an Genomaquivalenten, insbesondere eine An- 
zahl unter 500 Genomaquivalenten, vorzugsweise unter 200 Geno- 
maquivalenten, noch bevorzugtrer unter 100 Genomaquivalenten, 
besonders bevorzugt unter 50 Genomaquivalenten , pro ml 
Ausgangsmaterial bzw . Zwischenprodukt - 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet , daB mehr 
als ein Nachweis- bzvj. Bestimmungssystem flir Nukleinsauren 
eingesetzt wird, wobei die Nachweis- bzw. Bestimmungssysteme 
vorzugsweise derart ausgewahlt sind, daB das eine System falsch 
positive und ein anderes falsch negative Resultate ausschlieBt. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet , daB minde- 
stens zwei unterschiedliche PCR-Methoden eingesetzt werden, wobei 
mindestens eine Methode zum Screening und mindestens eine Methode 
zur Bestatigung dient . 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Ausgangsmaterial bzw. das Zwischenprodukt bzw. 
die darin enthaltenen Genomaquivalente konzentriert werden, 
vorzugsweise durch Lyophilisation, Adsorption oder Zentrif ugation 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS gegebenenf alls vorhandene Inhibitoren der Amplifika 
tion im Ausgangsmaterial bzw. Zwischenprodukt entfernt oder 
abgereichert werden . 



15. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 14, dadurch gekenn- 
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zeichnet:, daS fur mehrere Viren spezifische Primer-- Paare bei der 
Amplification eingesetzt; warden, so daB die Anwesenheit mehrerer 
verschiedener Viren gleichzeitzig untersucht: werden kann. 

16, Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 15, dadurcti gekenn- 
zeichnet, daS die Primer-Paare so ausgewahlt: werden, daB sie fUr 
konservier-te Genomsequenzen der einzelnen zu untersuchenden 
haematogenen Viren kodieren, und ihre Eignung an entsprechenden 
Proben eines reprasentativen Probequerschnitts der zu 
untersucbenden Viren festgelegt: wird. 

17, Verfabren nach einem der Anspruche 10 bis 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zur Kontrolle des Verfahrens zum Nachweis bzw. zur 
Bestimmung von Nukleinsauren in einer Probe vor oder wShrend der 
DurchfUhrung des Verfahrens ein oder mehrere interne Standards 
bzw, ReferenzprSparationen der Probe zugesetzt werden, wobei die 
Standards zugleich mit gegebenenf alls vorhandenen viralen Genomen 
Oder Genomsequenzen in ein und demselben TestgefaB bestimmt bzw, 
nachgewiesen werden . 

18, Verfahren zur Herstellung eines Plasmapools als qualitatsge- 
sichertes Ausgangsmaterial mit einer gesicherten limitierten 
Belastung an einem oder mehreren vermehrungsf ahigen haematogenen 
Viren aus zwei oder mehr Einzelspenden, gekennzeichnet durch die 
folgenden Schritte fur die Bestimmung der Genomaquivalente: 

Entnehmen von Proben aus n Einzelspenden, 

Vereinigen der Einzelspenden-Proben zu m Probenpools und 

Detektieren der in diesen Probenpools vorhandenen Menge an vi- 
ralen Genomen oder Genomsequenzen mittels eines quantif izier- 
baren, kontrollierten und nicht-inhibierten Verfahrens zum 
Nachweis bzw. zur Bestimmung von Nukleinsauren, 

wonach diejenigen Einzelspenden (n^), von denen die detektierte 
Menge an viralen Genomen oder Genomsequenzen in dem Probenpool 
unter einem bestimmten Grenzwert liegt, zu einem qualitatsge- 
sicherten Plasmapool vereinigt werden und diejenigen Einzelspenden 
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(n ), von denen die det:ekt:ierte Menge an viralen Genomen oder 
Genomsequenzen in dem Probenpool groBer oder gleich dem Grenzwert: 
ist, einer Weil:erbehandlung zugefuhrt: oder ausgeschieden werden 
und wobei n und m positive ganze Zahlen sind. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeicbnet:, 

daB zur Weiterbehandlung der ausgeschiedenen Einzelspenden 

erneut Proben entnommen werden und diese Einzelspenden-Proben 

zu m Probenpools vereinigt werden, wobei n^ und positive 
a 

ganze Zahlen sind, ^ 2 ist, und das Verbal tnis m^:n^ 

groBer ist als das Verhaltnis m:n, und 

in diesen Probenpools erneut die Menge an viralen Genomen oder 
Genomsequenzen mittels eines quantif izierbaren, kontrollierten 
und nicht-inhibierten Verfahrens zum Nachweis bzw. Bestimmung 
von Nukleinsauren detektiert wird, 

wonach diejenigen Einzelspenden, von denen die detektierte Menge 
an viralen Genomen oder Genomsequenzen in dem Probenpool unter 
einem bestimmten Grenzwert liegt, zu einem qualitatsgesicherten 
Plasmapool vereinigt werden und diejenigen Einzelspenden, von 
denen die detektierte Menge an viralen Genomen oder Genomsequenzen 
groBer oder gleich dem Grenzwert ist, einer Weiterbehandlung 
zugefuhrt oder ausgeschieden werden und das Verfahren solange 
wiederholt wird, bis die Anzahl der Einzelspenden, welche 
weiterzubehandeln oder auszuscheiden sind, eine festgelegte Zahl 
erreicht oder unterschri tten hat, 

20. Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet , 
daB n gleich 2 bis 200.000, vorzugsweise 20 bis 20.000, besonders 
bevorzugt 200 bis 2000, insbesondere 200, m zwischen 1 und 
100.000, vorzugsweise zwischen 2 und 1000, und die festgelegte 
Zahl an schlieBlich auszuscheidenden Einzelspenden gemaB Anspruch 
11 100, vorzugsweise 10, besonders bevorzugt 1, ist. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 18 bis 20, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die zu einem qualitatsgesicherten Plasmapool 
vereinigten Einzelspenden mit weiteren qualitatsgesicherten 
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Plasmapools vereinigt warden, so da6 ein qualitatsgesicherter 
Minipool, Makropool oder Multrimakropool zur Verfugung gestellt: 
wird. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 18 bis 21, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Probenpools zusStzlich zum Nachweis bzw. zur 
Bestimmung von NukleinsSuren auf virusneutrralisierende AntikOrper 
gegen die zu untersucbenden Viren getestet werden und diejenigen 
Einzelspenden, von denen im Probenpool keine virusneutralisieren- 
den Antikorper gegen entsprechende Viren nachweisbar sind, einer 
Weiterbehandlung zugefiihri: oder ausgeschieden werden. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet , daB zur 
Wei-terbehandlung die Einzelspenden analog zu Anspruch 19 erneut in 
kleineren Untergruppen analysiert werden. 

24. QualitStsgesichertes Ausgangsmaterial bzw. Zwischenprodukt, 
erhaitlich nach einem Verfahren gemaB einem der Anspruche 10 bis 
23. 

25. Quali-ta-tsgesicherter Plasmapool, erhaltlich nach einem 
Verfahren gemaB einem der Anspruche 18 bis 23 . 

26. Qualitatsgesichertes fertiges Plasmaderivat , erhaltlich aus 
einem quali-fcatsgesicherten Ausgangsmaterial bzw. Zwischenprodukt 
gemaB Anspruch 24 durch einen wesentlichen Virusabreicherungs- 
bzw. Virusinaktivierungsschritt;, wobei das Plasmaderivat vorzugs- 
weise nochmals auf virale Genomaquivalenten bzw. virusneutralisie- 
rende Antikorper untersucht worden ist. 

27. Arzneimiftel , erhaltlich aus einem qualitatsgesicherten 
fertigen Plasmaderivat aus menschlichem Plasma durch pharmazeu- 
tische Formulierungsschritte . 

28. Verfahren zur Hersteliung von Arzneimitteln enthaltend ein 
Oder mehrere Plasmaderivate , die frei von verschiedenen 
vermehrungsf ahigen haematogenen Viren sind, gekennzeichnet durch 
die f olgenden Verf ahrensschritte : 
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Bereitstellen eines Ausgangsmaterials oder eines bei der 
Herstellung der Plasmaderivate anfallenden Zwischenprodukts , 
abgeleitet von menschlichem Plasma, 

Qualit;St:ssichern des Ausgangsmaterials oder Zwischenproduklis 
durch Nachweis der nicht vorhandenen bzw, einer einen 
bestinuuten Grenzwert: nicht aberschreit:enden Virusbelastrung an 
vermehrungsf Shigen haema-fcogenen Viren, wobei 

die nicht vorhandene Virusbelastung fiir bestimmte 
vermehrungsf ahige haematiogene Viren durch einen UberschuB 
von virusneutiralisierenden Antikorpern im Ausgangsmate- 
rial Oder Zwischenprodukt oder durch eine protektive 
Iininuni1:at beim Plasmaspender zum Zeitpunkt der 
Plasmaspende f est;ges1:ell1: wird, 

anderenfalls die Bes1:immung der Genomaquivalent:e der 
jeweiligen interessierenden Viren im Ausgangsmaterial 
Oder Zwischenprodukt: erfolgt, 

Unterziehen des solcherart: qualitatsgesicherten Ausgangsmate- 
rials Oder Zwischenproduk1:s bis zu seiner Fertigstrellung 
mindestens noch einem wesentlichen Virusabreicherungs- bzw. 
Virus inaktivierungsschritl: und 

Aufarbeiten des erhaltenen qualitatsgesicherten fertigen 
Plasmaderivat:s mit an sich bekannten Methoden zu einem 
Arzneimi ttel . 



29. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet , daB die 
Qualitatssicherung jedes Zwischenproduktes , welches einem 
wesentlichen Virusabreicherungs- bzw. Virusinaktivierungsschritt: 
untierzogen werden soli, durchgefuhrt wird, 

30. Oualitatsgesichertes Ausgangsmaterial bzw, Zwischenprodukt, 
erhaltlich durch Vermischung von qualitatsgesicherten 
Ausgangsmaterialien bzw. Z wischenprodukten fur ein Arzneimittel 
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nach einem der Ansprtiche 1 bis 4 vor ihrer weitzeren Verarbeitung 
zu einem qualitatsgesicherten Ausgangsmaterial bzw. 
qualitatsgesicheir-ten Zwischenproduktpool . 

31, Arzneimittel nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet , 
daB die Virusinaktivierung bzw. Virusabreicherung mittels eines 
proteinschonenden Verfahrens init einem Reduktionsf aktor von max. 4 
vorgenommen wird, urn die gegebenenf alls vorhandenen vermehrungs - 
fahigen haematogenen Viren zu inaktivieren bzw. zu eliminieren. 

32. Arzneimittel nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, daB 
eine einzige Virusinaktivierung bzw. Virusabreicherung ausreicht, 
urn die gegebenenfalls vorhandenen vermehrungs fahigen haematogenen 
Viren zu inaktivieren bzw. zu eliminieren. 
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